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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　重鎖及び軽鎖と、
　抗ＦＬＴ３の親抗体の定常領域における少なくとも２つのアミノ酸置換とを備え、
　前記少なくとも２つのアミノ酸置換は、Ｓ２３９Ｄ及びＩ３３２Ｅの２つのアミノ酸置
換を含み、アミノ酸の位置の番号付け方法は、ＥＵインデックスに基づき、
　ＶＬＣＤＲ１は、SEQID NO:1に示されるアミノ酸配列を含む、又はそのアミノ酸配列か
らなり、
　ＶＬＣＤＲ２は、SEQID NO:2に示されるアミノ酸配列を含む、又はそのアミノ酸配列か
らなり、
　ＶＬＣＤＲ３は、SEQID NO:3に示されるアミノ酸配列を含む、又はそのアミノ酸配列か
らなり、
　ＶＨＣＤＲ１は、SEQID NO:4に示されるアミノ酸配列を含む、又はそのアミノ酸配列か
らなり、
　ＶＨＣＤＲ２は、SEQID NO:5に示されるアミノ酸配列を含む、又はそのアミノ酸配列か
らなり、
　ＶＨＣＤＲ３は、SEQID NO:6に示されるアミノ酸配列を含む、又はそのアミノ酸配列か
らなるヒト受容体型チロシンキナーゼＦＬＴ３に結合する抗体。
【請求項２】
　重鎖及び軽鎖と、
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　抗ＦＬＴ３の親抗体の定常領域における少なくとも２つのアミノ酸置換とを備え、
　前記少なくとも２つのアミノ酸置換は、Ｓ２３９Ｄ及びＩ３３２Ｅの２つのアミノ酸置
換を含み、アミノ酸の位置の番号付け方法は、ＥＵインデックスに基づき、
　ＶＬＣＤＲ１は、SEQID NO:7に示されるアミノ酸配列を含む、又はそのアミノ酸配列か
らなり、
　ＶＬＣＤＲ２は、SEQID NO:8に示されるアミノ酸配列を含む、又はそのアミノ酸配列か
らなり、
　ＶＬＣＤＲ３は、SEQID NO:9に示されるアミノ酸配列を含む、又はそのアミノ酸配列か
らなり、
　ＶＨＣＤＲ１は、SEQID NO:10に示されるアミノ酸配列を含む、又はそのアミノ酸配列
からなり、
　ＶＨＣＤＲ２は、SEQID NO:11に示されるアミノ酸配列を含む、又はそのアミノ酸配列
からなり、
　ＶＨＣＤＲ３は、SEQID NO:12に示されるアミノ酸配列を含む、又はそのアミノ酸配列
からなる抗体。
【請求項３】
　請求項１の抗体において、
　前記重鎖は、SEQ ID NO:14に示されるアミノ酸配列を含む、又はそのアミノ酸配列から
なるＶＨドメインを備え、
　前記軽鎖は、SEQ ID NO:13に示されるアミノ酸配列を含む、又はそのアミノ酸配列から
なるＶＬドメインを備えている抗体。
【請求項４】
　請求項２の抗体において、
　前記重鎖は、SEQ ID NO:30に示されるアミノ酸配列を含む、又はそのアミノ酸配列から
なるＶＨドメインを備え、
　前記軽鎖は、SEQ ID NO:29に示されるアミノ酸配列を含む、又はそのアミノ酸配列から
なるＶＬドメインを備えている抗体。
【請求項５】
　請求項１の抗体において、
　キメラ抗体であり、
　SEQID NO:27に示されるアミノ酸配列を有する重鎖と、
　SEQID NO:23に示されるアミノ酸配列を有する軽鎖とを備えている抗体。
【請求項６】
　請求項２の抗体において、
　キメラ抗体であり、
　SEQID NO:43に示されるアミノ酸配列を有する重鎖と、
　SEQID NO:39に示されるアミノ酸配列を有する軽鎖とを備えている抗体。
【請求項７】
　請求項１～６のいずれか１項の抗体において、
　前記親抗体と比較して、増強された親和性でＦｃγＲＩＩＩａ受容体に結合する、又は
増強されたＡＤＣＣエフェクター機能を有する抗体。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれか１項の抗体の重鎖及び軽鎖をコードする核酸分子。
【請求項９】
　哺乳動物のリンパ腫又は白血病の治療用の医薬組成物を調製するための請求項１～７の
いずれか１項に記載の抗体の使用。
【請求項１０】
　請求項９に記載の使用において、
　前記リンパ腫又は白血病は、微小残存病変（ＭＲＤ）の段階にある使用。
【請求項１１】
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　請求項９又は１０に記載の使用において、
　前記リンパ腫又は白血病は、非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）、慢性リンパ性白血病（Ｃ
ＬＬ）、Ｂ細胞性急性リンパ性白血病／リンパ腫（Ｂ－ＡＬＬ）、マントル細胞リンパ腫
（ＭＣＬ）、ヘアリー細胞白血病（ＨＣＬ）、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、急性骨髄性
白血病（ＡＭＬ）、多発性骨髄腫（ＭＭ）からなる群から選択される使用。
【請求項１２】
　請求項９～１１のいずれか１項に記載の使用において、
　前記抗体は、細胞毒薬剤、化学療法剤、サイトカイン、増殖阻害剤、抗ホルモン剤、キ
ナーゼ阻害剤、抗血管新生剤、心保護剤、免疫賦活剤、免疫抑制剤、血管新生阻害剤、タ
ンパク質チロシンキナーゼ阻害剤及び第二抗体からなる群から選択される少なくとも１つ
の薬剤と組み合わせて投与される使用。
【請求項１３】
　請求項１～７のいずれか１項に記載の抗体と、
　医薬的に許容可能な担体とを備えている医薬組成物。
【請求項１４】
　請求項１～７のいずれか１項に記載の抗体を産生するトランスフェクションされた細胞
株。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗体の技術分野に属し、抗体依存性細胞障害（ＡＤＣＣ）を起こす又は増強
するための変異型Ｆｃ領域を有するＦＬＴ３特異的抗体、及びその抗体の使用方法に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　造血前駆細胞の細胞表面に発現される受容体型チロシンキナーゼＦＬＴ３は、初期造血
におおいて重要な役割を果たす。それは、造血細胞（Ｂ細胞及びＴ細胞）の生存、増殖及
び分化の制御において重要な役割を果たすため、異常なＦＬＴ３活性は、造血系の癌の発
生及び進行に関わる。例えば、ＦＬＴ３の遺伝子内縦列重複は、急性骨髄性白血病（ＡＭ
Ｌ）に関連する最も一般的な変異である。このため、ＦＬＴ３発現細胞を特異的に標的と
して破壊することができる抗体が技術的に必要である。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００３】
　従って、本発明の目的は、インビボにおいてＦＬＴ３発現細胞と結合してそれを死滅で
きる抗ＦＬＴ３抗体を提供することにある。
【０００４】
　本発明は、受容体型チロシンキナーゼＦＬＴ３に対する抗体、及びその使用方法に関す
る。特定の態様において、その抗体は変異型Ｆｃ領域を含む。さらなる実施形態において
、その抗体はキメラ抗体又はヒト化抗体である。さらに、本発明は、それらの抗体を備え
た医薬組成物、及び種々の病気の兆候におけるその抗体の使用方法に関する。
【０００５】
　第１の態様において、本発明は、ヒト受容体型チロシンキナーゼＦＬＴ３に結合する抗
体に関する。前記抗体は、重鎖及び／又は軽鎖を備え、抗ＦＬＴ３の親抗体の定常領域に
該当する領域に少なくとも１つのアミノ酸置換を有する。前記少なくとも１つのアミノ酸
置換は、２３９Ｄ及び３３２Ｅのアミノ酸置換を含む。それらの位置の番号付け方法は、
ＥＵインデックス（Ｋａｂａｔ等、１９８３年）に基づく。一つの特定の実施形態におい
て、そのアミノ酸置換は、Ｓ２３９Ｄ及びＩ３３２Ｅである。
【０００６】
　本発明の一実施形態において、抗ＦＬＴ３抗体は、例えば抗体依存性細胞障害（ＡＤＣ
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Ｃ）のエフェクター機能等の殺細胞活性を有する。それは、その抗体が、ＦＬＴ３発現細
胞と接触すると、例えばトリガーによる補体系の活性化、食作用又はアポトーシスによっ
て細胞死を促進することができることを意味する。
【０００７】
　一実施形態において、その抗体は、重鎖及び軽鎖を備えている。前記重鎖は、ＶＨＣＤ
Ｒ１領域、ＶＨＣＤＲ２領域及びＶＨＣＤＲ３領域を備えていてもよい。また、前記軽鎖
は、ＶＬＣＤＲ１領域、ＶＬＣＤＲ２領域及び／又はＶＬＣＤＲ３領域を備えていてもよ
い。
【０００８】
　一つの特定の実施形態において、ＶＬＣＤＲ１は、SEQ ID NO:1及びSEQ ID NO:7のアミ
ノ酸配列からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、実質的にその選択されるアミノ
酸配列からなる又はその選択されるアミノ酸配列からなり、ＶＬＣＤＲ２は、SEQ ID NO:
2及びSEQ ID NO:8のアミノ酸配列からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、実質的
にその選択されるアミノ酸配列からなる又はその選択されるアミノ酸配列からなり、ＶＬ

ＣＤＲ３は、SEQ ID NO:3及びSEQ ID NO:9のアミノ酸配列からなる群から選択されるアミ
ノ酸配列を含む、実質的にその選択されるアミノ酸配列からなる又はその選択されるアミ
ノ酸配列からなり、ＶＨＣＤＲ１は、SEQ ID NO:4及びSEQ ID NO:10のアミノ酸配列から
なる群から選択されるアミノ酸配列を含む、実質的にその選択されるアミノ酸配列からな
る又はその選択されるアミノ酸配列からなり、ＶＨＣＤＲ２は、SEQ ID NO:5及びSEQ ID 
NO:11のアミノ酸配列からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、実質的にその選択
されるアミノ酸配列からなる又はその選択されるアミノ酸配列からなり、ＶＨＣＤＲ３は
、SEQ ID NO:6及びSEQ ID NO:12のアミノ酸配列からなる群から選択されるアミノ酸配列
を含む、実質的にその選択されるアミノ酸配列からなる又はその選択されるアミノ酸配列
からなる。
【０００９】
　他の特定の実施形態において、ＶＬＣＤＲ１は、SEQ ID NO:1に示されるアミノ酸配列
を含む、実質的にそのアミノ酸配列からなる又はそのアミノ酸配列からなり、ＶＬＣＤＲ
２は、SEQ ID NO:2に示されるアミノ酸配列を含む、実質的にそのアミノ酸配列からなる
又はそのアミノ酸配列からなり、ＶＬＣＤＲ３は、SEQ ID NO:3に示されるアミノ酸配列
を含む、実質的にそのアミノ酸配列からなる又はそのアミノ酸配列からなり、ＶＨＣＤＲ
１は、SEQ ID NO:4に示されるアミノ酸配列を含む、実質的にそのアミノ酸配列からなる
又はそのアミノ酸配列からなり、ＶＨＣＤＲ２は、SEQ ID NO:5に示されるアミノ酸配列
を含む、実質的にそのアミノ酸配列からなる又はそのアミノ酸配列からなり、ＶＨＣＤＲ
３は、SEQ ID NO:6に示されるアミノ酸配列を含む、実質的にそのアミノ酸配列からなる
又はそのアミノ酸配列からなる。
【００１０】
　更なる他の特定の実施形態において、ＶＬＣＤＲ１は、SEQ ID NO:7に示されるアミノ
酸配列を含む、実質的にそのアミノ酸配列からなる又はそのアミノ酸配列からなり、ＶＬ

ＣＤＲ２は、SEQ ID NO:8に示されるアミノ酸配列を含む、実質的にそのアミノ酸配列か
らなる又はそのアミノ酸配列からなり、ＶＬＣＤＲ３は、SEQ ID NO:9に示されるアミノ
酸配列を含む、実質的にそのアミノ酸配列からなる又はそのアミノ酸配列からなり、ＶＨ

ＣＤＲ１は、SEQ ID NO:10に示されるアミノ酸配列を含む、実質的にそのアミノ酸配列か
らなる又はそのアミノ酸配列からなり、ＶＨＣＤＲ２は、SEQ ID NO:11に示されるアミノ
酸配列を含む、実質的にそのアミノ酸配列からなる又はそのアミノ酸配列からなり、ＶＨ

ＣＤＲ３は、SEQ ID NO:12に示されるアミノ酸配列を含む、実質的にそのアミノ酸配列か
らなる又はそのアミノ酸配列からなる。
【００１１】
　本発明の一実施形態において、本発明の抗体の重鎖が、SEQ ID NO:14に示されるアミノ
酸配列を含む、実質的にそのアミノ酸配列からなる若しくはそのアミノ酸配列からなるＶ

Ｈドメインを備え、且つ／又は、本発明の抗体の軽鎖が、SEQ ID NO:13に示されるアミノ
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酸配列を含む、実質的にそのアミノ酸配列からなる若しくはそのアミノ酸配列からなるＶ

Ｌドメインを備えている。
【００１２】
　本発明の他の実施形態において、本発明の抗体の重鎖が、SEQ ID NO:30に示されるアミ
ノ酸配列を含む、実質的にそのアミノ酸配列からなる若しくはそのアミノ酸配列からなる
ＶＨドメインを備え、且つ／又は、本発明の抗体の軽鎖が、SEQ ID NO:29に示されるアミ
ノ酸配列を含む、実質的にそのアミノ酸配列からなる若しくはそのアミノ酸配列からなる
ＶＬドメインを備えている。
【００１３】
　本発明の他の実施形態において、本発明の抗体はキメラ抗体であり、SEQ ID NO:27に示
されるアミノ酸配列を有する重鎖を備え、且つ／又は、SEQID NO:23に示されるアミノ酸
配列を有する軽鎖を備えている。
【００１４】
　本発明の他の実施形態において、本発明の抗体はキメラ抗体であり、SEQ ID NO:43に示
されるアミノ酸配列を有する重鎖を備え、且つ／又は、SEQID NO:39に示されるアミノ酸
配列を有する軽鎖を備えている。
【００１５】
　本発明の特定の実施形態において、Ｓ２３９Ｄ／Ｉ３３２Ｅのアミノ酸置換を備えた本
発明の抗体は、前記アミノ酸置換を有さない親抗体と比較して、増強された親和性でＦｃ
γＲＩＩＩａ受容体に結合する、又は増強されたＡＤＣＣエフェクター機能を有する。こ
こで、「増強された」とは、親抗体が実験的に証明できるＡＤＣＣエフェクター機能を示
さずに、新規に生成されたＦｃ最適化抗体が、初めて及びその抗体の起源となる親抗体と
は対照的に、ＡＤＣＣエフェクター機能を示す状況を含む。
更なる実施形態において、その抗体は、２２１、２２２、２２３、２２４、２２５、２２
７、２２８、２３０、２３１、２３２、２３３、２３４、２３５、２３６、２３７、２３
８、２４０、２４１、２４３、２４４、２４５、２４６、２４７、２４９、２５５、２５
８、２６０、２６２、２６３、２６４、２６５、２６６、２６７、２６８、２６９、２７
０、２７１、２７２、２７３、２７４、２７５、２７６、２７８、２８０、２８１、２８
２、２８３、２８４、２８５、２８６、２８８、２９０、２９１、２９２、２９３、２９
４、２９５、２９６、２９７、２９８、２９９、３００、３０１、３０２、３０３、３０
４、３０５、３１３、３１７、３１８、３２０、３２２、３２３、３２４、３２５、３２
６、３２７、３２８、３２９、３３０、３３１、３３３、３３４、３３５、３３６及び３
３７からなる群から選択される位置に１つ又はそれ以上の更なるアミノ酸変異を含み、そ
れらの位置の番号付け方法はＥＵインデックスに基づく。それらの１つ又はそれ以上の更
なるアミノ酸変異は、２２１Ｋ、２２１Ｙ、２２２Ｅ、２２２Ｙ、２２３Ｅ、２２３Ｋ、
２２４Ｅ、２２４Ｙ、２２５Ｅ、２２５Ｋ、２２５Ｗ、２２７Ｅ、２２７Ｇ、２２７Ｋ、
２２７Ｙ、２２８Ｅ、２２８Ｇ、２２８Ｋ、２２８Ｙ、２３０Ａ、２３０Ｅ、２３０Ｇ、
２３０Ｙ、２３１Ｅ、２３１Ｇ、２３１Ｋ、２３１Ｐ、２３１Ｙ、２３２Ｅ、２３２Ｇ、
２３２Ｋ、２３２Ｙ、２３３Ａ、２３３Ｄ、２３３Ｆ、２３３Ｇ、２３３Ｈ、２３３Ｉ、
２３３Ｋ、２３３Ｌ、２３３Ｍ、２３３Ｎ、２３３Ｑ、２３３Ｒ、２３３Ｓ、２３３Ｔ、
２３３Ｖ、２３３Ｗ、２３３Ｙ、２３４Ａ、２３４Ｄ、２３４Ｅ、２３４Ｆ、２３４Ｇ、
２３４Ｈ、２３４Ｉ、２３４Ｋ、２３４Ｍ、２３４Ｎ、２３４Ｐ、２３４Ｑ、２３４Ｒ、
２３４Ｓ、２３４Ｔ、２３４Ｖ、２３４Ｗ、２３４Ｙ、２３５Ａ、２３５Ｄ、２３５Ｅ、
２３５Ｆ、２３５Ｇ、２３５Ｈ、２３５Ｉ、２３５Ｋ、２３５Ｍ、２３５Ｎ、２３５Ｐ、
２３５Ｑ、２３５Ｒ、２３５Ｓ、２３５Ｔ、２３５Ｖ、２３５Ｗ、２３５Ｙ、２３６Ａ、
２３６Ｄ、２３６Ｅ、２３６Ｆ、２３６Ｈ、２３６Ｉ、２３６Ｋ、２３６Ｌ、２３６Ｍ、
２３６Ｎ、２３６Ｐ、２３６Ｑ、２３６Ｒ、２３６Ｓ、２３６Ｔ、２３６Ｖ、２３６Ｗ、
２３６Ｙ、２３７Ｄ、２３７Ｅ、２３７Ｆ、２３７Ｈ、２３７Ｉ、２３７Ｋ、２３７Ｌ、
２３７Ｍ、２３７Ｎ、２３７Ｐ、２３７Ｑ、２３７Ｒ、２３７Ｓ、２３７Ｔ、２３７Ｖ、
２３７Ｗ、２３７Ｙ、２３８Ｄ、２３８Ｅ、２３８Ｆ、２３８Ｇ、２３８Ｈ、２３８Ｉ、
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２３８Ｋ、２３８Ｌ、２３８Ｍ、２３８Ｎ、２３８Ｑ、２３８Ｒ、２３８Ｓ、２３８Ｔ、
２３８Ｖ、２３８Ｗ、２３８Ｙ、２４０Ａ、２４０Ｉ、２４０Ｍ、２４０Ｔ、２４１Ｄ、
２４１Ｅ、２４１Ｌ、２４１Ｒ、２４１Ｓ、２４１Ｗ、２４１Ｙ、２４３Ｅ、２４３Ｈ、
２４３Ｌ、２４３Ｑ、２４３Ｒ、２４３Ｗ、２４３Ｙ、２４４Ｈ、２４５Ａ、２４６Ｄ、
２４６Ｅ、２４６Ｈ、２４６Ｙ、２４７Ｇ、２４７Ｖ、２４９Ｈ、２４９Ｑ、２４９Ｙ、
２５５Ｅ、２５５Ｙ、２５８Ｈ、２５８Ｓ、２５８Ｙ、２６０Ｄ、２６０Ｅ、２６０Ｈ、
２６０Ｙ、２６２Ａ、２６２Ｅ、２６２Ｆ、２６２Ｉ、２６２Ｔ、２６３Ａ、２６３Ｉ、
２６３Ｍ、２６３Ｔ、２６４Ａ、２６４Ｄ、２６４Ｅ、２６４Ｆ、２６４Ｇ、２６４Ｈ、
２６４Ｉ、２６４Ｋ、２６４Ｌ、２６４Ｍ、２６４Ｎ、２６４Ｐ、２６４Ｑ、２６４Ｒ、
２６４Ｓ、２６４Ｔ、２６４Ｗ、２６４Ｙ、２６５Ｆ、２６５Ｇ、２６５Ｈ、２６５Ｉ、
２６５Ｋ、２６５Ｌ、２６５Ｍ、２６５Ｎ、２６５Ｐ、２６５Ｑ、２６５Ｒ、２６５Ｓ、
２６５Ｔ、２６５Ｖ、２６５Ｗ、２６５Ｙ、２６６Ａ、２６６Ｉ、２６６Ｍ、２６６Ｔ、
２６７Ｄ、２６７Ｅ、２６７Ｆ、２６７Ｈ、２６７Ｉ、２６７Ｋ、２６７Ｌ、２６７Ｍ、
２６７Ｎ、２６７Ｐ、２６７Ｑ、２６７Ｒ、２６７Ｔ、２６７Ｖ、２６７Ｗ、２６７Ｙ、
２６８Ｄ、２６８Ｅ、２６８Ｆ、２６８Ｇ、２６８Ｉ、２６８Ｋ、２６８Ｌ、２６８Ｍ、
２６８Ｐ、２６８Ｑ、２６８Ｒ、２６８Ｔ、２６８Ｖ、２６８Ｗ、２６９Ｆ、２６９Ｇ、
２６９Ｈ、２６９Ｉ、２６９Ｋ、２６９Ｌ、２６９Ｍ、２６９Ｎ、２６９Ｐ、２６９Ｒ、
２６９Ｓ、２６９Ｔ、２６９Ｖ、２６９Ｗ、２６９Ｙ、２７０Ｆ、２７０Ｇ、２７０Ｈ、
２７０Ｉ、２７０Ｌ、２７０Ｍ、２７０Ｐ、２７０Ｑ、２７０Ｒ、２７０Ｓ、２７０Ｔ、
２７０Ｗ、２７０Ｙ、２７１Ａ、２７１Ｄ、２７１Ｅ、２７１Ｆ、２７１Ｇ、２７１Ｈ、
２７１Ｉ、２７１Ｋ、２７１Ｌ、２７１Ｍ、２７１Ｎ、２７１Ｑ、２７１Ｒ、２７１Ｓ、
２７１Ｔ、２７１Ｖ、２７１Ｗ、２７１Ｙ、２７２Ｄ、２７２Ｆ、２７２Ｇ、２７２Ｈ、
２７２Ｉ、２７２Ｋ、２７２Ｌ、２７２Ｍ、２７２Ｐ、２７２Ｒ、２７２Ｓ、２７２Ｔ、
２７２Ｖ、２７２Ｗ、２７２Ｙ、２７３Ｉ、２７４Ｄ、２７４Ｅ、２７４Ｆ、２７４Ｇ、
２７４Ｈ、２７４Ｉ、２７４Ｌ、２７４Ｍ、２７４Ｎ、２７４Ｐ、２７４Ｒ、２７４Ｔ、
２７４Ｖ、２７４Ｗ、２７４Ｙ、２７５Ｌ、２７５Ｗ、２７６Ｄ、２７６Ｅ、２７６Ｆ、
２７６Ｇ、２７６Ｈ、２７６Ｉ、２７６Ｌ、２７６Ｍ、２７６Ｐ、２７６Ｒ、２７６Ｓ、
２７６Ｔ、２７６Ｖ、２７６Ｗ、２７６Ｙ、２７８Ｄ、２７８Ｅ、２７８Ｇ、２７８Ｈ、
２７８Ｉ、２７８Ｋ、２７８Ｌ、２７８Ｍ、２７８Ｎ、２７８Ｐ、２７８Ｑ、２７８Ｒ、
２７８Ｓ、２７８Ｔ、２７８Ｖ、２７８Ｗ、２８０Ｇ、２８０Ｋ、２８０Ｌ、２８０Ｐ、
２８０Ｗ、２８１Ｄ、２８１Ｅ、２８１Ｋ、２８１Ｎ、２８１Ｐ、２８１Ｑ、２８１Ｙ、
２８２Ｅ、２８２Ｇ、２８２Ｋ、２８２Ｐ、２８２Ｙ、２８３Ｇ、２８３Ｈ、２８３Ｋ、
２８３Ｌ、２８３Ｐ、２８３Ｒ、２８３Ｙ、２８４Ｄ、２８４Ｅ、２８４Ｌ、２８４Ｎ、
２８４Ｑ、２８４Ｔ、２８４Ｙ、２８５Ｄ、２８５Ｅ、２８５Ｋ、２８５Ｑ、２８５Ｗ、
２８５Ｙ、２８６Ｅ、２８６Ｇ、２８６Ｐ、２８６Ｙ、２８８Ｄ、２８８Ｅ、２８８Ｙ、
２９０Ｄ、２９０Ｈ、２９０Ｌ、２９０Ｎ、２９０Ｗ、２９１Ｄ、２９１Ｅ、２９１Ｇ、
２９１Ｈ、２９１Ｉ、２９１Ｑ、２９１Ｔ、２９２Ｄ、２９２Ｅ、２９２Ｔ、２９２Ｙ、
２９３Ｆ、２９３Ｇ、２９３Ｈ、２９３Ｉ、２９３Ｌ、２９３Ｍ、２９３Ｎ、２９３Ｐ、
２９３Ｒ、２９３Ｓ、２９３Ｔ、２９３Ｖ、２９３Ｗ、２９３Ｙ、２９４Ｆ、２９４Ｇ、
２９４Ｈ、２９４Ｉ、２９４Ｋ、２９４Ｌ、２９４Ｍ、２９４Ｐ、２９４Ｒ、２９４Ｓ、
２９４Ｔ、２９４Ｖ、２９４Ｗ、２９４Ｙ、２９５Ｄ、２９５Ｅ、２９５Ｆ、２９５Ｇ、
２９５Ｈ、２９５Ｉ、２９５Ｍ、２９５Ｎ、２９５Ｐ、２９５Ｒ、２９５Ｓ、２９５Ｔ、
２９５Ｖ、２９５Ｗ、２９５Ｙ、２９６Ａ、２９６Ｄ、２９６Ｅ、２９６Ｇ、２９６Ｈ、
２９６Ｉ、２９６Ｋ、２９６Ｌ、２９６Ｍ、２９６Ｎ、２９６Ｑ、２９６Ｒ、２９６Ｓ、
２９６Ｔ、２９６Ｖ、２９７Ｄ、２９７Ｅ、２９７Ｆ、２９７Ｇ、２９７Ｈ、２９７Ｉ、
２９７Ｋ、２９７Ｌ、２９７Ｍ、２９７Ｐ、２９７Ｑ、２９７Ｒ、２９７Ｓ、２９７Ｔ、
２９７Ｖ、２９７Ｗ、２９７Ｙ、２９８Ａ、２９８Ｄ、２９８Ｅ、２９８Ｆ、２９８Ｈ、
２９８Ｉ、２９８Ｋ、２９８Ｍ、２９８Ｎ、２９８Ｑ、２９８Ｒ、２９８Ｔ、２９８Ｗ、
２９８Ｙ、２９９Ａ、２９９Ｄ、２９９Ｅ、２９９Ｆ、２９９Ｇ、２９９Ｈ、２９９Ｉ、
２９９Ｋ、２９９Ｌ、２９９Ｍ、２９９Ｎ、２９９Ｐ、２９９Ｑ、２９９Ｒ、２９９Ｓ、



(7) JP 5944831 B2 2016.7.5

10

20

30

40

50

２９９Ｖ、２９９Ｗ、２９９Ｙ、３００Ａ、３００Ｄ、３００Ｅ、３００Ｇ、３００Ｈ、
３００Ｋ、３００Ｍ、３００Ｎ、３００Ｐ、３００Ｑ、３００Ｒ、３００Ｓ、３００Ｔ、
３００Ｖ、３００Ｗ、３０１Ｄ、３０１Ｅ、３０１Ｈ、３０１Ｙ、３０２Ｉ、３０３Ｄ、
３０３Ｅ、３０３Ｙ、３０４Ｄ、３０４Ｈ、３０４Ｌ、３０４Ｎ、３０４Ｔ、３０５Ｅ、
３０５Ｔ、３０５Ｙ、３１３Ｆ、３１７Ｅ、３１７Ｑ、３１８Ｈ、３１８Ｌ、３１８Ｑ、
３１８Ｒ、３１８Ｙ、３２０Ｄ、３２０Ｆ、３２０Ｇ、３２０Ｈ、３２０Ｉ、３２０Ｌ、
３２０Ｎ、３２０Ｐ、３２０Ｓ、３２０Ｔ、３２０Ｖ、３２０Ｗ、３２０Ｙ、３２２Ｄ、
３２２Ｆ、３２２Ｇ、３２２Ｈ、３２２Ｉ、３２２Ｐ、３２２Ｓ、３２２Ｔ、３２２Ｖ、
３２２Ｗ、３２２Ｙ、３２３Ｉ、３２４Ｄ、３２４Ｆ、３２４Ｇ、３２４Ｈ、３２４Ｉ、
３２４Ｌ、３２４Ｍ、３２４Ｐ、３２４Ｒ、３２４Ｔ、３２４Ｖ、３２４Ｗ、３２４Ｙ、
３２５Ａ、３２５Ｄ、３２５Ｅ、３２５Ｆ、３２５Ｇ、３２５Ｈ、３２５Ｉ、３２５Ｋ、
３２５Ｌ、３２５Ｍ、３２５Ｐ、３２５Ｑ、３２５Ｒ、３２５Ｓ、３２５Ｔ、３２５Ｖ、
３２５Ｗ、３２５Ｙ、３２６Ｅ、３２６Ｉ、３２６Ｌ、３２６Ｐ、３２６Ｔ、３２７Ｄ、
３２７Ｅ、３２７Ｆ、３２７Ｈ、３２７Ｉ、３２７Ｋ、３２７Ｌ、３２７Ｍ、３２７Ｎ、
３２７Ｐ、３２７Ｒ、３２７Ｓ、３２７Ｔ、３２７Ｖ、３２７Ｗ、３２７Ｙ、３２８Ａ、
３２８Ｄ、３２８Ｅ、３２８Ｆ、３２８Ｇ、３２８Ｈ、３２８Ｉ、３２８Ｋ、３２８Ｍ、
３２８Ｎ、３２８Ｐ、３２８Ｑ、３２８Ｒ、３２８Ｓ、３２８Ｔ、３２８Ｖ、３２８Ｗ、
３２８Ｙ、３２９Ｄ、３２９Ｅ、３２９Ｆ、３２９Ｇ、３２９Ｈ、３２９Ｉ、３２９Ｋ、
３２９Ｌ、３２９Ｍ、３２９Ｎ、３２９Ｑ、３２９Ｒ、３２９Ｓ、３２９Ｔ、３２９Ｖ、
３２９Ｗ、３２９Ｙ、３３０Ｅ、３３０Ｆ、３３０Ｇ、３３０Ｈ、３３０Ｉ、３３０Ｌ、
３３０Ｍ、３３０Ｎ、３３０Ｐ、３３０Ｒ、３３０Ｓ、３３０Ｔ、３３０Ｖ、３３０Ｗ、
３３０Ｙ、３３１Ｄ、３３１Ｆ、３３１Ｈ、３３１Ｉ、３３１Ｌ、３３１Ｍ、３３１Ｑ、
３３１Ｒ、３３１Ｔ、３３１Ｖ、３３１Ｗ、３３１Ｙ、３３３Ａ、３３３Ｆ、３３３Ｈ、
３３３Ｉ、３３３Ｌ、３３３Ｍ、３３３Ｐ、３３３Ｔ、３３３Ｙ、３３４Ａ、３３４Ｆ、
３３４Ｉ、３３４Ｌ、３３４Ｐ、３３４Ｔ、３３５Ｄ、３３５Ｆ、３３５Ｇ、３３５Ｈ、
３３５Ｉ、３３５Ｌ、３３５Ｍ、３３５Ｎ、３３５Ｐ、３３５Ｒ、３３５Ｓ、３３５Ｖ、
３３５Ｗ、３３５Ｙ、３３６Ｅ、３３６Ｋ、３３６Ｙ、３３７Ｅ、３３７Ｈ及び３３７Ｎ
からなるアミノ酸置換の群から選択されてもよく、これらの位置の番号付け方法はＥＵイ
ンデックスに基づく。
【００１６】
　他の実施形態において、１つ又はそれ以上の更なるアミノ酸変異は、２２１、２２２、
２２３、２２４、２２５、２２８、２３０、２３１、２３２、２４０、２４４、２４５、
２４７、２６２、２６３、２６６、２７１、２７３、２７５、２８１、２８４、２９１、
２９９、３０２、３０４、３１３、３２３、３２５、３２８及び３３６からなる群から選
択される位置にあり、それらの位置の番号付け方法はＥＵインデックスに基づく。このよ
うな実施形態において、前記１つ又はそれ以上のアミノ酸変異は、２２１Ｋ、２２１Ｙ、
２２２Ｅ、２２２Ｙ、２２３Ｅ、２２３Ｋ、２２４Ｅ、２２４Ｙ、２２５Ｅ、２２５Ｋ、
２２５Ｗ、２２８Ｅ、２２８Ｇ、２２８Ｋ、２２８Ｙ、２３０Ａ、２３０Ｅ、２３０Ｇ、
２３０Ｙ、２３１Ｅ、２３１Ｇ、２３１Ｋ、２３１Ｐ、２３１Ｙ、２３２Ｅ、２３２Ｇ、
２３２Ｋ、２３２Ｙ、２４０Ａ、２４０Ｉ、２４０Ｍ、２４０Ｔ、２４４Ｈ、２４５Ａ、
２４７Ｇ、２４７Ｖ、２６２Ａ、２６２Ｅ、２６２Ｆ、２６２Ｉ、２６２Ｔ、２６３Ａ、
２６３Ｉ、２６３Ｍ、２６３Ｔ、２６６Ａ、２６６Ｉ、２６６Ｍ、２６６Ｔ、２７１Ａ、
２７１Ｄ、２７１Ｅ、２７１Ｆ、２７１Ｇ、２７１Ｈ、２７１Ｉ、２７１Ｋ、２７１Ｌ、
２７１Ｍ、２７１Ｎ、２７１Ｑ、２７１Ｒ、２７１Ｓ、２７１Ｔ、２７１Ｖ、２７１Ｗ、
２７１Ｙ、２７３Ｉ、２７５Ｌ、２７５Ｗ、２８１Ｄ、２８１Ｅ、２８１Ｋ、２８１Ｎ、
２８１Ｐ、２８１Ｑ、２８１Ｙ、２８４Ｄ、２８４Ｅ、２８４Ｌ、２８４Ｎ、２８４Ｑ、
２８４Ｔ、２８４Ｙ、２９１Ｄ、２９１Ｅ、２９１Ｇ、２９１Ｈ、２９１Ｉ、２９１Ｑ、
２９１Ｔ、２９９Ａ、２９９Ｄ、２９９Ｅ、２９９Ｆ、２９９Ｇ、２９９Ｈ、２９９Ｉ、
２９９Ｋ、２９９Ｌ、２９９Ｍ、２９９Ｎ、２９９Ｐ、２９９Ｑ、２９９Ｒ、２９９Ｓ、
２９９Ｖ、２９９Ｗ、２９９Ｙ、３０４Ｄ、３０４Ｈ、３０４Ｌ、３０４Ｎ、３０４Ｔ、
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３１３Ｆ、３２３Ｉ、３２５Ａ、３２５Ｄ、３２５Ｅ、３２５Ｆ、３２５Ｇ、３２５Ｈ、
３２５Ｉ、３２５Ｋ、３２５Ｌ、３２５Ｍ、３２５Ｐ、３２５Ｑ、３２５Ｒ、３２５Ｓ、
３２５Ｔ、３２５Ｖ、３２５Ｗ、３２５Ｙ、３２８Ａ、３２８Ｄ、３２８Ｅ、３２８Ｆ、
３２８Ｇ、３２８Ｈ、３２８Ｉ、３２８Ｋ、３２８Ｍ、３２８Ｎ、３２８Ｐ、３２８Ｑ、
３２８Ｒ、３２８Ｓ、３２８Ｔ、３２８Ｖ、３２８Ｗ、３２８Ｙ、３３６Ｅ、３３６Ｋ及
び３３６Ｙからなるアミノ酸置換の群から選択されてもよい。
【００１７】
　特定の実施形態において、その抗体は、２３６Ａ、２６８Ｄ、２６８Ｅ、３３０Ｙ及び
３３０Ｌからなる群から選択される１つ又はそれ以上の更なるアミノ酸変異を備えている
。
【００１８】
　他の態様において、本発明は、本発明の抗体の重鎖及び／又は軽鎖をコードする核酸分
子を備えていることを特徴とする。それらの核酸分子は、SEQ ID NO:17若しくはSEQ ID N
O:33に示されるような軽鎖の可変領域をコードするヌクレオチド配列、又はSEQ ID NO:18
若しくはSEQ ID NO:34に示されるような重鎖の可変領域をコードするヌクレオチド配列を
備えていてもよい。
【００１９】
　一つの特定の実施形態において、本発明の抗体の軽鎖をコードする核酸は、SEQ ID NO:
24及びSEQ ID NO:40からなる群から選択されるヌクレオチド配列を有する。
【００２０】
　他の特定の実施形態において、本発明の抗体の重鎖をコードする核酸は、SEQ ID NO:28
及びSEQ ID NO:44からなる群から選択されるヌクレオチド配列を有する。
【００２１】
　更なる態様において、本発明は、ヒト受容体型チロシンキナーゼＦＬＴ３に関連する病
気又は障害を治療する方法に関し、当該方法は、本発明の抗体を、それを必要とする対象
者に投与することを含む。対象者とは、例えば、動物又はヒトであり、ヒト等の哺乳動物
であることが好ましい。
【００２２】
　一実施形態において、前記病気又は障害は、細胞増殖性の病気又は障害である。
【００２３】
　他の実施形態において、病気又は障害は、リンパ腫又は白血病等の造血系起源の腫瘍で
ある。そのリンパ腫又は白血病は、非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）、慢性リンパ性白血病
（ＣＬＬ）、Ｂ細胞性急性リンパ性白血病／リンパ腫（Ｂ－ＡＬＬ）、マントル細胞リン
パ腫（ＭＣＬ）、ヘアリー細胞白血病（ＨＣＬ）、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、急性骨
髄性白血病、多発性骨髄腫（ＭＭ）からなる群から選択されてもよい。好ましい実施形態
において、前記リンパ腫は、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）である。
【００２４】
　他の実施形態において、前記病気又は障害は、骨髄異形成症候群（ＭＤＳ）である。
【００２５】
　種々の実施形態において、前記リンパ腫又は白血病は、例えば幹細胞移植を用いた又は
用いない従来の化学療法後に達する微小残存病変（ＭＲＤ）の段階にある。
【００２６】
　本発明の方法の特定の実施形態において、前記抗体は、細胞毒薬剤、化学療法剤、サイ
トカイン、増殖阻害剤、抗ホルモン剤、キナーゼ阻害剤、抗血管新生剤、心保護剤、免疫
賦活剤、免疫抑制剤、血管新生阻害剤、タンパク質チロシンキナーゼ阻害剤及び第二抗体
からなる群から選択される少なくとも１つの薬剤と組み合わせて投与されてもよい。
【００２７】
　更なる態様において、本発明は、本発明に係る抗体及び医薬的に許容可能な担体を備え
ている医薬組成物をも含む。
【００２８】
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　他の態様において、本発明は、ＦＬＴ３を発現している細胞の増殖を阻害する方法に関
し、当該方法は、前記細胞と本発明に係る抗体とを接触させることを含む。その方法はイ
ンビトロの方法であってもよい。
【００２９】
　更なる態様において、本発明は、ＦＬＴ３を発現している細胞に対して、抗体依存性細
胞障害を増強する方法に関し、当該方法は、前記細胞と本発明に係る抗体とを接触させる
ことを含む。
【００３０】
　本発明の更なる態様は、哺乳動物からＦＬＴ３を発現している少なくとも１つの細胞を
除去する方法であり、当該方法は、本発明に係る抗体を前記哺乳動物に投与することを含
む。
本発明は、ＦＬＴ３に関連する病気又は障害を治療するための本発明に係る抗体の使用に
も関する。ＦＬＴ３に関連する病気又は障害は、例えばリンパ腫若しくは白血病といった
造血系起源の腫瘍又は骨髄異形成症候群（ＭＤＳ）等の細胞増殖性の病気又は障害であっ
てもよい。前記リンパ腫又は白血病は、非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）、慢性リンパ性白
血病（ＣＬＬ）、Ｂ細胞性急性リンパ性白血病／リンパ腫（Ｂ－ＡＬＬ）、マントル細胞
リンパ腫（ＭＣＬ）、ヘアリー細胞白血病（ＨＣＬ）、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、急
性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、多発性骨髄腫（ＭＭ）からなる群から選択されてもよく、好
ましくは、急性骨髄性白血病である。
他の実施形態において、本発明は、ＦＬＴ３を発現している細胞を標的とするための本発
明に係る抗体の使用に関する。標的とするとは、ＦＬＴ３発現細胞に薬剤又は毒物を送る
ために前記抗体を用いることを含み得る。
更なる態様において、本発明は、生体サンプル中のＦＬＴ３発現細胞の検出のための本発
明に係る抗体の使用を含む。このような使用のために、前記抗体は、蛍光体、発色団及び
免疫原生の標識等の検出可能部分により標識され得る。
本発明は、ＦＬＴ３に対するモノクローナル抗体にも関し、前記抗体は、ＣＨＯ又はＳｐ
２／０等のトランスフェクションされた産生細胞株により生成される。
更なる態様において、本発明は、本発明に係る抗体を生成するトランスフェクションされ
た細胞株を含むことを特徴とする。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
　本発明は、発明を実施するための形態を参照し、これと共に非限定的実施例及び添付図
面を考慮することで、より理解されるだろう。
【図１】図１は、モノクローナル抗体のキメラ化のためのクローニング方法の略図を示し
ている。箱形部分はエクソンを表し、円形部分はエンハンサー配列を示し、細線部分はＵ
Ｔ領域及びイントロン配列を表している。Ｐはプロモーター、Ｌ１及びＬ２は２つの異な
るエクソンによりコードされたリーダー配列、Ｅはエンハンサー、Ｖは可変領域、Ｄは多
様性領域、Ｊは連結領域、Ｃ（１－３）は定常領域、Ｈはヒンジ領域をそれぞれ示してい
る。
【図２】図２は、マウス軽鎖のＶＪ領域及びヒトκ遺伝子のＣ領域を含む親ベクターを示
している。断片の置換に関する領域は図２Ａに拡大して示されている。発現ベクターｃｈ
ｉｍＦＬＴ３－ｌｉｇｈｔの中にモノクローナル抗体ＢＶ１０又は４Ｇ８のＶＪ領域の挿
入で生じる配列構成が図２Ｂに示されている。分泌シグナルペプチドのための切断部位は
、｜により示され、［、］によりエクソン‐イントロンの境界が示されている。
【図３】図３は、ヒトγ１アイソタイプＩｇ重鎖を含む元のベクターを示す。ＶＤＪ断片
のクローニングに関連する領域は、（ａ）に拡大して示されている。置換されるためのＭ
ｌｕＩ－ＳｐｅＩ断片（ｂに拡大して示す）は、ヒトγ１重鎖の定常領域の全体、及び示
されているようなＣＨ２ドメインにおける２つのアミノ酸変異（Ｓｅｒ２３９－Ａｓｐ、
Ｉｓｏ３３２－Ｇｌｕ）を含む。図３Ｂは、発現ベクターｃｈｉｍＦＬＴ３－ｈｅａｖｙ
の中にモノクローナル抗体ＢＶ１０又は４Ｇ８の重鎖のＶＤＪ領域の挿入で生じる配列構
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成を示している。分泌シグナルペプチドのための切断部位は、｜により示され、［、］に
よりエクソン‐イントロンの境界が示されている。
【図４】図４は、Ｆｃ最適化キメラ抗体であるＣｈｉｍ４Ｇ８－ＳＤＩＥ（Ａ）及びｃｈ
ｉｍＢＶ１０－ＳＤＩＥ（Ｂ）のそれぞれと、刺激されていないヒトＰＢＭＣｓとによる
ＦＬＴ３発現ヒト白血病培養細胞のＮＡＬＭ１６に対する殺細胞効果を、変異していない
キメラ抗体であるｃｈｉｍ４Ｇ８及びｃｈｉｍＢＶ１０を用いた場合と比較して示してい
る。図４Ｃは、上記Ｃｈｉｍ４Ｇ８－ＳＤＩＥ及びｃｈｉｍＢＶ１０－ＳＤＩＥ抗体と同
一の位置でＦｃ最適化がなされたＮＧ２に対するキメラ抗体のヒトメラノーマＳＫＭｅｌ
６３細胞に対する殺細胞効果を示している。細胞毒性は、クロム放出法を用いて測定され
、測定時間及び標的とエフェクターとの比率は、図中に示されている。
【図５】図５は、最適化抗ＦＬＴ３抗体である４Ｇ８－ＳＤＩＥ及び刺激されていないヒ
トＰＢＭＣｓによるＡＭＬ芽細胞に対する殺細胞効果を、変異していないマウスの親抗体
と比較して示している。
【図６】図６は、抗ＦＬＴ３抗体クローンの４Ｇ８及びＢＶ１０の軽鎖可変領域（Ａ）及
び重鎖可変領域（Ｂ）のアミノ酸配列アラインメントを示している。
【図７】図７は、マウスのキメラ化され且つ最適化された４Ｇ８及びＢＶ１０のＦＬＴ３
に対する結合を示している。ＦＬＴ３－及び偽トランスフェクションされたＳｐ２／０細
胞（Ａ）又はＮＡＬＭ１６細胞（Ｂ、Ｃ）は、示された抗体と共に培養され、間接免疫染
色法及びフローサイトメトリーにより解析された。（Ａ）の白抜き及び陰影の付いたヒス
トグラムは、アイソタイプの対照及び示されたＦＬＴ３抗体（１０μｇ／ｍｌ）を用いた
染色を示している。ＭＦＩは平均蛍光強度である。
【図８】図８は、ＦＬＴ３リガンド（ＦＬＴ３Ｌ）の結合及び白血病細胞の増殖への４Ｇ
８ＳＤＩＥＭの効果を示している。（Ａ）では、ＮＡＬＭ１６細胞を、示された濃度の組
換え型ＦＬＴ３リガンドの存在下で１μｇ／ｍｌの４Ｇ８ＳＤＩＥＭ又はＢＶ１０ＳＤＩ
ＥＭと共に培養し、結合された抗体の量を間接免疫染色法及びフローサイトメトリーによ
り測定した。（Ｂ）では、３人の異なる患者の末梢血から密度勾配遠心分離法により単離
されたＡＭＬ芽細胞を、示された濃度の４Ｇ８ＳＤＩＥＭと共に２４時間培養し、その増
殖を３［Ｈ］チミジン取込み試験を用いて評価した。右側のバーは、抗体が存在しない条
件での増殖量を示している。
【図９】図９は、変異されていない及びＳＤＩＥＭ変異されたそれぞれのＦＬＴ３抗体４
Ｇ８及びＢＶ１０のＡＤＣＣ活性を示している。５１［Ｃｒ］ラベルされたＮＡＬＭ１６
細胞を、示された濃度の変異されていないキメラの４Ｇ８及びＢＶ１０、又はＳＤＩＥＭ
変異された４Ｇ８及びＢＶ１０の存在下で健康なドナーのＰＢＭＣｓと共に４時間培養し
た。このとき、ＰＢＭＣ：標的細胞の比は５０：１である。標的細胞の死滅量は、標準５
１［Ｃｒ］放出試験を用いて測定した。異なる健康なドナーからのＰＢＭＣｓを用いた６
つの独立した試験のうちの１つの代表的な結果を示している。
【図１０】図１０は、白血病細胞に対する４Ｇ８ＳＤＩＥＭのＡＤＣＣ活性を示している
。ＮＡＬＭ１６細胞に対する異なる３人の健康なドナーのＰＢＭＣｓ（ＰＢＭＣｓ＃１、
＃２、＃３）の細胞溶解活性（Ａ）、及び異なる３人の患者の白血病芽細胞（ＡＭＬ＃１
、＃２、＃７）に対するドナー＃２のＰＢＭＣｓの細胞溶解活性（Ｂ）を、それぞれ５１
[Ｃｒ]放出試験で４時間及び８時間測定した。（Ｃ）には、エフェクター細胞としてそれ
ぞれの患者の自己のＰＢＭＣｓを用いて、ＡＭＬ芽細胞＃１及び＃１５に対する８時間後
の細胞溶解活性が示されている。黒の記号及び白抜きの記号は、４Ｇ８ＳＤＩＥＭ及び非
結合の対照抗体である９．２．２７ＳＤＩＥを介したＡＤＣＣをそれぞれ示している。右
側の黒のバー（ＮＫ）は、抗体が無い条件におけるＮＫ活性を示している。なお、ＰＢＭ
Ｃ＃１－３は、健康なドナーのＰＢＭＣｓであり、ＡＭＬ芽細胞＃１－３と関連しない。
【図１１】図１１は、抗原変異及び由来が異なる白血病細胞におけるＦＬＴ３の発現を示
し、（Ａ）はＮＡＬＭ１６細胞及び異なる２人のＡＭＬ患者からの芽細胞を、示された濃
度の４Ｇ８ＳＤＩＥＭと共に培養した結果である。４８時間後に細胞を洗浄し、２μｇ／
ｍｌの４Ｇ８ＳＤＩＥＭと共に再培養し、間接免疫染色法及びフローサイトメトリーによ
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り解析した。抗体を添加せずに前培養された細胞において検出されたＦＬＴ３の発現量を
１００％と規定した。（Ｂ）では、１５人の患者からのＡＭＬ芽細胞を、マウス４Ｇ８（
１０μｇ／ｍｌ）と共に培養し、洗浄した後に間接免疫染色法及びフローサイトメトリー
により解析した。結合された抗体分子の量は、較正ビーズ（ＱＩＦＩＫＩＴ）と比較する
ことにより測定した。（Ｃ）では、（Ｂ）において用いられたＡＭＬ芽細胞を、ＰＥ結合
４Ｇ８ＳＤＩＥＭ又は抗原に結合しないＰＥ結合９．２．２７ＳＤＩＥ抗体（１０μｇ／
ｍｌ）と共に培養し、直接免疫染色法及びフローサイトメトリーにより解析した。ＳＦＩ
は特定の蛍光インデックスである。４つのサンプルのＳＦＩは、９．２．２７ＳＤＩＥ対
照抗体の結合量が多かったため、測定されなかった（ｎ．ｄ．）。
【図１２】図１２は、正常のＤＣｓ及び骨髄細胞におけるＦＬＴ３の発現を示している。
（Ａ）には、磁気細胞分離により健康なドナーの末梢血から単離されたＤＣｓを４Ｇ８と
共に培養し、洗浄し、標識二次抗体を用いて染色し、再び洗浄し、異なる標識がなされた
ＣＤ１１ｃ－抗体とＣＤ３０３－抗体との混合液の存在下で培養した。その後、細胞をフ
ローサイトメトリーにより解析した。（Ｂ）及び（Ｃ）は、ＣＤ３０３＋ｐＤＣ及びＣＤ
１１ｃ＋ ｍＤＣの亜集団に対する４Ｇ８の結合をそれぞれ示している。（Ｄ，Ｅ）は（
Ａ－Ｃ）と同様に、密度勾配遠心分離法により単離された正常骨髄細胞をマウス４Ｇ８と
共に培養し、洗浄し、標識二次抗体と、異なる標識がなされたＣＤ３４－及びＣＤ４５－
抗体の混合液とにより染色した。（Ｅ）には、ＣＤ３４＋ＣＤ４５ｌｏｗの亜集団に対す
る４Ｇ８の結合が示されている。陰影が付いたヒストグラムは、アイソタイプの参照抗体
を用いて一次染色したものを示し、白抜きのヒストグラムは、マウス４Ｇ８を用いたもの
を示している。異なる健康なドナーのＤＣｓ及び骨髄細胞を用いた３つの試験のうちの１
つを代表的な結果として示している。
【図１３】図１３は、正常細胞に対する４Ｇ８ＳＤＩＥＭの細胞毒性活性を示している。
（Ａ）では、２人の異なる健康なドナーのヒト骨髄細胞を５μｇ／ｍｌの４Ｇ８ＳＤＩＥ
Ｍと共に培養し、１２日間の半固形培地での培養後にコロニー形成単位を測定した（黒の
バー及び陰影の付いたバー）。ＣＦＵの数値は、未処理の対照と関連付けられている。（
Ｂ）では、４時間の５１[Ｃｒ]放出試験において磁気細胞分離により健康なドナーのＰＢ
ＭＣｓから単離されたＤＣｓ及びＮＡＬＭ１６細胞を４Ｇ８ＳＤＩＥＭの標的として用い
た（ＰＢＭＣ：標的は、１００：１である）。異なるドナーのＤＣｓ及び自己のＰＢＭＣ
ｓを用いた３つの試験のうちの代表的な１つが示されている。
【図１４】図１４は、患者の標的及びエフェクター細胞における４Ｇ８抗体のインビトロ
での効果を示している。（Ａ）では、抗マウスＰＥ結合体に結合される、患者のＰＢＭＣ
をマウス４Ｇ８の親抗体及びアイソタイプの対照を用いて、ＦＬＴ３の発現をＦＡＣＳに
より解析した。また、このとき、ＣＤ３４のための二重染色も行った。（Ｂ，Ｃ）では、
患者のＰＢＭＣを、クロム標識ＦＬＴ３陽性ＮＡＬＭ１６細胞（Ｂ）、又はＣＤ３４＋選
択により単離された患者の芽細胞（Ｃ）と共に培養した。標的細胞を示された濃度の４Ｇ
８ＳＤＩＥＭ又は変異していないキメラ４Ｇ８抗体（４Ｇ８－ｃｈ）と共に前処理した。
ＡＤＣＣの誘導を、ＰＢＭＣ：標的を５０：１とし、クロム放出試験によって測定した。
なお、ＰＢＭＣ及び未精製ＮＫ細胞を用いた。
【図１５】図１５は、インビボにおける４Ｇ８－ＳＤＩＥＭの半減期及び結合特性を示し
ている。（Ａ）では、４Ｇ８－ＳＤＩＥＭの血清半減期を、臨床適応の異なる時点で得ら
れた血清サンプルと共にＦＬＴ３発現ＮＡＬＭ１６細胞を培養することにより測定した。
特異的結合抗体の量をＦＡＣＳにより測定し、所定量の４Ｇ８－ＳＤＩＥＭを含む血清サ
ンプルの結合活性と比較した。ＮＤは未検を表している。（Ｂ）では、インビボで４Ｇ８
－ＳＤＩＥＭの結合を検出するために、治療前に得られたＢＭ芽細胞（ｄ０）及び１０ｍ
ｇの処理を行った１時間後のＢＭ芽細胞（ｄ５）を４Ｇ８マウス親抗体と共に培養し、第
２抗体としてヒトＩｇ吸着済み抗マウスＰＥ結合体により結合される非交差反応性マウス
抗ＦＬＴ３抗体（ＢＶ１０）、又はアイソタイプの対照（白抜きの山）を用いた。ＦＡＣ
Ｓにより測定されたように、ＢＶ１０でなく、マウス４Ｇ８の完全な阻害は、４Ｇ８－Ｓ
ＤＩＥＭの飽和した結合を示している。
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【図１６】図１６は、４Ｇ８－ＳＤＩＥＭの臨床効果を示している。（Ａ，Ｂ）では、末
梢血（ＰＢ）（Ａ）又は骨髄（ＢＭ）（Ｂ）における単核細胞中のＣＤ３４＋芽細胞（白
抜きの円）、及び活性化（ＣＤ６９＋）ＣＤ５６＋ＣＤ３－ＮＫ細胞（菱形）の割合を、
白血病（overt leukemia）の治療中の示された時間にＦＡＣＳにより測定した。（Ｃ）で
は、白血病（overt leukemia）の治療中の示された時間におけるＴＮＦの血清中レベルを
ＩＭＭＵＬＩＴＥ(登録商標)により測定した。（Ｄ）では、ＰＢにおける単核細胞中の活
性化ＮＫ細胞の割合(菱形)、及びＴＮＦの血清中レベルを、完全寛解（ＣＲ）での４Ｇ８
－ＳＤＩＥＭの処理中の示された時間に、上記のように測定した。
【発明を実施するための形態】
【００３２】
　本明細書において用いられている用語は、特に明確にされていない限り、以下の意味を
有する。
【００３３】
　本明細書において用いられる「ＡＤＣＣ」又は「抗体依存性細胞障害」とは、ＦｃγＲ
ｓを発現する細胞障害性細胞が標的細胞に結合した抗体を認識し、その後、標的細胞の溶
解を引き起こす細胞媒介反応を意味する。
【００３４】
　本明細書において用いられる「ＡＤＣＰ」又は「抗体依存性貪食作用」とは、ＦｃγＲ
ｓを発現する非特異的細胞障害性細胞が標的細胞に結合した抗体を認識し、その後、標的
細胞に対して貪食作用を示す細胞媒介反応を意味する。
【００３５】
　本明細書において用いられる「アミノ酸」及び「アミノ酸相同性」とは、所定の位置に
存在し得る天然の２０アミノ酸又は非天然の誘導体の１つを意味する。従って、本明細書
において用いられる「アミノ酸」は、天然のアミノ酸及び合成のアミノ酸の両方である。
例えば、ホモフェニルアラニン、シトルリン及びノルロイシンは、本発明のためのアミノ
酸とみなされる。「アミノ酸」は、プロリン及びヒドロキシプロリン等のイミノ酸残基を
も含む。側鎖は、（Ｒ）型又は（Ｓ）型のどちらかであってもよい。一実施形態において
、アミノ酸は、（Ｓ）又はＬ型である。非天然の側鎖が用いられる場合、例えば、インビ
ボにおける分解を防ぐ又は遅らせるために、非アミノ酸置換基が用いられてもよい。
【００３６】
　本明細書において用いられる「抗体」とは、認識されるイムノグロブリン遺伝子の全て
又は一部によって実質的にコードされた１又はそれ以上のポリペプチドからなるタンパク
質を意味する。例えば、ヒトの認識されるイムノグロブリン遺伝子は、カッパ（κ）、ラ
ムダ(λ)、及び重鎖の遺伝子座を含み、それは、無数の可変領域遺伝子と、ＩｇＭ、Ｉｇ
Ｄ、ＩｇＧ（ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３及びＩｇＧ４）、ＩｇＥ及びＩｇＡ（ＩｇＡ
１及びＩｇＡ２）アイソタイプのそれぞれをコードする定常領域遺伝子のミュー（μ）、
デルタ（δ）、ガンマ（γ）、イプシロン（ε）及びアルファ（α）とを共に備えている
。本明細書における抗体は、完全長の抗体及び抗体の断片を含み、生物からの天然抗体、
改変抗体、又は試験、治療若しくは他の目的のために組み換えて生成された抗体であって
もよい。
【００３７】
　本明細書において用いられる「Ｂ細胞」又は「Ｂリンパ球」とは、血液及びリンパ液を
循環し、液性免疫を提供し、骨髄で作られるリンパ球の型を意味する。Ｂ細胞は遊離抗原
分子を認識し、抗原を不活化するイムノグロブリン（抗体）を分泌する形質細胞に分化又
は成熟する。その後にそのような抗原と遭遇したときに特異的なイムノグロブリン（抗体
）を作製する記憶細胞も生じる。Ｂ細胞はランゲルハンス島における「ベータ細胞」とし
ても知られている。
【００３８】
　本明細書において用いられる「Ｔ細胞」又は「Ｔリンパ球」とは、血液及びリンパ液を
循環し、細胞性免疫を提供し、骨髄で作られるリンパ球の型を意味する。Ｔ細胞は、細胞
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結合抗原分子を認識するＴ細胞受容体を備えている。Ｔ細胞は、サイトカインを分泌し、
他の型の細胞を活性化するヘルパーＴ細胞、又は他の細胞に結合し、破壊する細胞障害性
Ｔ細胞に成熟し得る。
【００３９】
　本明細書において互換的に用いられる「ＦＬＴ３」（ｆｍｓ様チロシンキナーゼ受容体
３）、「ＦＬＫ２」（胎児肝臓キナーゼ２）及び「ＣＤ１３５」とは、造血前駆細胞の表
面に発現されるサイトカイン受容体を意味する。ＦＬＴ３は、骨髄においてある種の造血
（血液）前駆体を識別するために用いられる細胞表面マーカーである。特に、多様性前駆
細胞（ＭＰＰ）及びリンパ球共通前駆細胞（ＣＬＰ）は、その表面において高レベルのＦ
ＬＴ３を発現する。ＦＬＴ３受容体は、サイトカインＦｌｔ３リガンド（Ｆｌｔ３Ｌ）に
結合される。ＦＬＴ３は受容体型チロシンキナーゼIII型である。この受容体がＦｌｔ３
Ｌに結合されると、それはセカンドメッセンジャーシグナリングを活性化する二量体（ホ
モ二量体）を形成する。ＦＬＴ３シグナリングは、リンパ球（Ｂ細胞及びＴ細胞）の生存
、増殖及び分化に重要な役割を果たす。ＦＬＴ３シグナリングの調節解除は、癌、特に白
血病等の増殖性の病気を引き起こし得るため、ＦＬＴ３は癌原遺伝子に分類される。実際
に、ＦＬＴ３の遺伝子内縦列重複は、急性骨髄白血病（ＡＭＬ）に関連する最も一般的な
変異である。本明細書におけるＦＬＴ３の使用は、全て知られた又は今のところ発見され
ていないアレル、及びＦＬＴ３の多様な形を含むことを意味する。ヒトＦＬＴ３抗原の配
列は、SEQ ID NO:65に示されている。
【００４０】
　本明細書において用いられる「ＣＤＣ」又は「補体依存性細胞障害」とは、１つ又はそ
れ以上の補体タンパク質組成物が標的細胞に結合した抗体を認識し、その後に標的細胞の
溶解を引き起こす反応を意味する。
【００４１】
　本明細書において定義される抗体の「定常領域」とは、軽鎖又は重鎖イムノグロブリン
定常領域遺伝子の１つにコードされた抗体の領域を意味する。
【００４２】
　本明細書において用いられる「定常軽鎖」又は「軽鎖定常領域」とは、カッパ（Ｃκ）
又はラムダ（Ｃλ）軽鎖によりコードされた抗体の領域を意味する。一般に、定常軽鎖は
、単一のドメインを備え、本明細書で定義されるものは、Ｃκ又はＣλの１０８－２１４
の位置をいい、その番号付け方法はＥＵインデックスに基づく。
【００４３】
　本明細書において用いられる「定常重鎖」又は「重鎖定常領域」とは、ＩｇＭ、ＩｇＤ
、ＩｇＧ、ＩｇＡ又はＩｇＥといった抗体のアイソタイプをそれぞれ規定するミュー、デ
ルタ、ガンマ、アルファ又はイプシロン遺伝子によりコードされた抗体の領域を意味する
。全長ＩｇＧ抗体において、本明細書において定義される定常重鎖は、ＣＨ１ドメインの
Ｎ末端からＣＨ３ドメインのＣ末端まで、すなわち、１１８－４４７の位置を含む領域を
いう。その番号付け方法は、ＥＵインデックスに基づく。
【００４４】
　本明細書において用いられる「エフェクター機能」とは、抗体のＦｃ領域とＦｃ受容体
又はリガンドとの相互作用により生じる生化学的事象を意味する。エフェクター機能は、
ＡＤＣＣ及びＡＤＣＰ等のＦｃγＲ媒介エフェクター機能、並びにＣＤＣ等の補体媒介エ
フェクター機能を含む。
【００４５】
　本明細書において用いられる「エフェクター細胞」とは、１つ又はそれ以上のＦｃ受容
体を発現し、１つ又はそれ以上のエフェクター機能を媒介する免疫系の細胞を意味する。
エフェクター細胞は、以下のものに限られないが、単球、マクロファージ、好中球、樹状
細胞、好酸球、マスト細胞、血小板、Ｂ細胞、大型顆粒リンパ球、ランゲルハンス細胞、
ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞及びＴ細胞を含み、それは、以下の種に限られないがヒト
、マウス、ラット、ウサギ及びサルを含む生物由来であってもよい。
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【００４６】
　本明細書において用いられる「Ｆａｂ」又は「Ｆａｂ領域」とは、ＶＨ、ＣＨ１、ＶＨ
及びＣＬイムノグロブリンドメインを備えるポリペプチドを意味する。Ｆａｂは、分離し
た状態のこの領域、又は全長抗体又は抗体の断片におけるこの領域をいう。
【００４７】
　本明細書において用いられる「Ｆｃ」又は「Ｆｃ領域」とは、第１の定常領域イムノグ
ロブリンドメインを除く抗体の定常領域を備えたポリペプチドを意味する。従って、Ｆｃ
は、ＩｇＡ、ＩｇＤ及びＩｇＧの他の２つの定常領域イムノグロブリンドメインと、Ｉｇ
Ｅ及びＩｇＭの他の３つの定常領域イムノグロブリンドメインと、それらのドメインへの
可動ヒンジＮ末端とをいう。ＩｇＡ及びＩｇＭにおいて、Ｆｃは、Ｊ鎖を含み得る。Ｉｇ
Ｇにおいて、Ｆｃは、イムノグロブリンドメインＣγ２及びＣγ３、並びにＣγ１とＣγ

２との間のヒンジを備えている。Ｆｃ領域の境界は異なり得るが、ヒトＩｇＧ重鎖のＦｃ
領域は、通常、そのカルボキシル末端にＣ２２６又はＰ２３０残基を備えていることが定
義され、その番号付け方法はＫａｂａｔのＥＵインデックスに基づく。Ｆｃは、分離した
状態のこの領域、又はＦｃポリペプチド、例えば抗体に関するこの領域をいう。
【００４８】
　本明細書において用いられる「Ｆｃポリペプチド」とは、Ｆｃ領域の全て又は一部を備
えたポリペプチドを意味する。Ｆｃポリペプチドは、抗体のＦｃ融合体、分離されたＦｃ
及びＦｃ断片を含む。
【００４９】
　本明細書において用いられる「Ｆｃガンマ受容体」又は「ＦｃγＲ」は、ＩｇＧ抗体の
Ｆｃ領域と結合するタンパク質のファミリーのメンバーを意味し、それは、ＦｃγＲ遺伝
子により実質的にコードされている。ヒトにおいて、そのファミリーは、以下のものに限
られないが、アイソフォームであるＦｃγＲＩａ、ＦｃγＲＩｂ及びＦｃγＲＩｃを含む
ＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）と、アイソフォームであるＦｃγＲIIａ（アロタイプのＨ１３１
及びＲ１３１を含む）、ＦｃγＲIIｂ（ＦｃγＲIIｂ‐１及びＦｃγＲIIｂ‐２を含む）
及びＦｃγＲIIｃを含むＦｃγＲIIと、アイソフォームであるＦｃγＲIIIａ（アロタイ
プのＶ１５８及びＦ１５８を含む）及びＦｃγＲIIIｂ（アロタイプのＦｃγＲIIIｂ‐Ｎ
Ａ１及びＦｃγＲIIIｂ‐ＮＡ２を含む）(Jefferis等、2002、Immunol Lett 82:57-65)と
、未知のヒトＦｃγＲｓ又はＦｃγＲのアイソフォーム若しくはアロタイプを含む。マウ
スＦｃγＲｓは、以下のものに限られないが、ＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）、ＦｃγＲII（Ｃ
Ｄ３２）、ＦｃγＲIII（ＣＤ１６）及びＦｃγＲIII‐２（ＣＤ１６‐２）と、未知のマ
ウスＦｃγＲｓ又はＦｃγＲのアイソフォーム若しくはアロタイプを含む。ＦｃγＲは、
以下の種に限られないが、ヒト、マウス、ラット、ウサギ及びサルを含む生物由来であっ
てもよい。
【００５０】
　本明細書において用いられる「Ｆｃリガンド」又は「Ｆｃ受容体」とは、Ｆｃリガンド
複合体を形成するために抗体のＦｃ領域に結合する生物由来のポリペプチド等の分子を意
味する。Ｆｃリガンドは、以下のものに限られないが、ＦｃγＲｓ、ＦｃＲｎ、Ｃ１ｑ、
Ｃ３、マンナン結合レクチン、マンノース受容体、ブドウ球菌プロテインＡ、連鎖球菌プ
ロテインＧ及びウイルスのＦｃγＲを含む。Ｆｃリガンドは、Ｆｃ受容体ホモログ（Ｆｃ
ＲＨ）も含み、それは、ＦｃγＲｓに類似するＦｃ受容体のファミリーである(Davis等、
2002、ImmunologicalReviews 190:123-136)。Ｆｃリガンドは、Ｆｃに結合する未知の分
子を含み得る。
【００５１】
　本明細書において用いられる「ＩｇＧ」とは、広く認められているイムノグロブリンガ
ンマ遺伝子により実質的にコードされた１つ又はそれ以上の抗体のクラスに属するポリペ
プチドを意味する。ヒトにおいて、そのクラスは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３及びＩ
ｇＧ４を含む。マウスにおいて、そのクラスは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ及び
ＩｇＧ３を含む。
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【００５２】
　本明細書において「イムノグロブリン（Ｉｇ）」とは、イムノグロブリン遺伝子により
実質的にコードされた１つ又はそれ以上のポリペプチドからなるタンパク質を意味する。
イムノグロブリンは、以下のものに限られないが、抗体を含む。イムノグロブリンは、以
下のものに限られないが、全長抗体、抗体断片及び個々のイムノグロブリンドメイン等の
多くの構造形を有し得る。
【００５３】
　本明細書において「イムノグロブリン（Ｉｇ）ドメイン」とは、タンパク質構造の分野
における当業者により確認されているような、他と異なる構造実体として存在するイムノ
グロブリンの領域を意味する。Ｉｇドメインは、通常、特徴的なβサンドイッチ折り畳み
トポロジーを有する。抗体のＩｇＧクラスにおける公知のＩｇドメインは、ＶＨ、Ｃγ１
、Ｃγ２、Ｃγ３、ＶＬ及びＣＬである。
【００５４】
　本明細書において、「アミノ酸変異」とは、ポリペプチド配列におけるアミノ酸の置換
、挿入及び／又は欠失を意味する。
【００５５】
　本明細書において、「アミノ酸置換」又は「置換」とは、親ポリペプチド配列の特定の
位置におけるアミノ酸が他のアミノ酸に入れ替わることを意味する。例えば、Ｉ３３２Ｅ
置換は、変異したポリペプチドをいい、この場合、３３２の位置のイソロイシンがグルタ
ミン酸に入れ替わった定常重鎖の変異である。野生型の残基は、明示されていてもよく、
また、明示されていなくてもよい。その例として、３３２Ｅは、３３２の位置がグルタミ
ン酸に置換されていることを示す。本明細書における目的のために、多重置換は、通常、
スラッシュにより分けられる。例えば、２３９Ｄ／３３２Ｅは、２３９Ｄ及び３３２Ｅの
置換を含む二重変異を意味する。
【００５６】
　本明細書において用いられる「アミノ酸挿入」又は「挿入」とは、親ポリペプチド配列
の特定の位置におけるアミノ酸の付加を意味する。例えば挿入‐２３６Ｇは、２３６の位
置のグリシンの挿入を示す。
【００５７】
　本明細書において用いられる「アミノ酸欠失」又は「欠失」は、親ポリペプチド配列の
特定の位置におけるアミノ酸の除去を意味する。例えば、Ｇ２３６‐は２３６の位置のグ
リシンの欠失を示す。
【００５８】
　本明細書において互換的に用いられる「親ポリペプチド」、「親タンパク質」、「前駆
ポリペプチド」又は「前駆タンパク質」は、例えば本明細書に記載された少なくとも１つ
のアミノ酸変異のための鋳型及び／又は基礎として働き、ポリペプチド等の変異体を生成
するために後に変異されるポリペプチドを意味する。親ポリペプチドは、天然のポリペプ
チド、又は天然のポリペプチドの変異体若しくは改変体であってもよい。親ポリペプチド
は、ポリペプチド自体、親ポリペプチドを含む組成物、又はそれがコードされたアミノ酸
配列をいう。従って、本明細書において用いられる「親抗体」又は「親イムノグロブリン
」とは、変異体を生成するために変異される抗体又はイムノグロブリンを意味する（例え
ば、親抗体は、以下のものに限られないが、天然のＩｇの定常領域を備えたタンパク質を
含み得る）。
【００５９】
　本明細書において用いられる「タンパク質」又は「ポリペプチド」とは、少なくとも２
つの共有結合したアミノ酸を意味し、それは、タンパク質、ポリペプチド、オリゴペプチ
ド及びペプチドを含む。タンパク質は、天然のアミノ酸とペプチド結合とからなり得る、
又は合成ペプチド模倣構造、すなわち、ペプトイド等の「誘導体」からなり得る。
【００６０】
　本明細書において用いられる「位置」とは、タンパク質の配列における位置を意味する
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。位置は、順次に番号付けされてもよく、また、例えばＫａｂａｔのＥｕインデックス(K
abat等、1983)等の確立されたフォーマットに基づいてもよい。他の方法が示されていな
い場合は、本明細書において用いられる全ての位置は、ＥＵインデックスに基づいて番号
付けされている。対応する位置は、本明細書で概説されるように、通常、他の親配列と並
べて決定される。
【００６１】
　本明細書において用いられる「残基」とは、タンパク質における位置、及びその関連す
るアミノ酸のアイデンティティーを意味する。例えば、セリン２３９（Ｓｅr２３９及び
Ｓ２３９とも示される）は、ヒト抗体ＩｇＧ１の２３９の位置における残基である。
【００６２】
　本明細書において用いられる「標的抗原」、「標的」又は「抗原」とは、所定の抗体の
可変領域により特異的に結合される分子を意味する。標的抗原は、タンパク質、炭水化物
、脂質又は他の化合物であってもよい。
【００６３】
　本明細書において用いられる「標的細胞」とは、標的抗原を発現する細胞を意味する。
【００６４】
　本明細書において用いられる「変異タンパク質」、「タンパク質変異体」、「変異ポリ
ペプチド」又は「ポリペプチド変異体」とは、少なくとも１つのアミノ酸変異によって親
ポリペプチド配列と異なったポリペプチド配列を意味する。変異ポリペプチドは、ポリペ
プチド自体、ポリペプチドを含む組成物又はそれをコードするアミノ酸配列を意味し得る
。一実施形態において、変異ポリペプチドは、親ポリペプチド比較して少なくとも１つの
アミノ酸変異を有する。例えば、親ポリペプチドと比較して約１個から約１０個のアミノ
酸変異を有する、また、親ポリペプチドと比較して約１個から約５個のアミノ酸変異を有
する。本明細書における変異ポリペプチド配列は、親ポリペプチドと比較して少なくとも
約８０％の相同性を有してもよく、少なくとも約９０％の相同性を有してもよく、少なく
とも約９５％の相同性を有してもよい。従って、本明細書において用いられる「変異抗体
」又は「抗体変異体」とは、少なくとも１つのアミノ酸変異によって親抗体配列と異なっ
た抗体配列を意味する。変異抗体又は抗体変異体は、抗体ポリペプチド自体、抗体変異体
ポリペプチドを含む組成物、又はそれをコードするアミノ酸配列を意味し得る。従って、
本明細書において用いられる「定常重鎖変異体」、「定常軽鎖変異体」又は「Ｆｃ変異体
」とは、少なくとも１つのアミノ酸変異によって親配列と配列がそれぞれ異なる定常重鎖
、定常軽鎖又はＦｃ領域ポリペプチド若しくは配列を意味する。
【００６５】
　本明細書において「野生型」又は「ＷＴ」とは、対立遺伝子変異を含む、自然界で発見
されるアミノ酸配列又はヌクレオチド配列を意味する。ＷＴのタンパク質、ポリペプチド
、抗体、イムノグロブリン及びＩｇＧ等は、意図的に変異されていないアミノ酸配列又は
ヌクレオチド配列を有する。
【００６６】
　本明細書で論じられる全てのイムノグロブリン重鎖定常領域の位置において、番号付け
方法はＫａｂａｔのＥＵインデックス(Kabat等、1991、Sequences of Proteins of Immun
ological Interest、第5版、United States Public Health Service、National Institut
es of Health Bethesda)に基づく。「ＫａｂａｔのＥＵインデックス」は、Edelman等、1
969、Biochemistry63 78-85に記載されたようなヒトＩｇＧ１　ＥＵ抗体の残基の番号付
け方法をいう。
【００６７】
　「抗原」は、動物内で抗体反応を起こし得る、また生じた抗体により認識され得る高分
子である。抗原及びハプテンの両方は、少なくとも１つの抗原決定基又は「エピトープ」
を備え、それは、抗体に結合する抗原又はハプテンの領域である。一般に、ハプテンのエ
ピトープは、分子全体である。
【００６８】
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　本明細書において用いられる「サンプル」という用語は、材料のアリコートをいい、し
ばしば、生体材料由来の生体マトリックス、水溶液又は水性懸濁液をいう。本発明の方法
による分析物が存在するかどうか試験されるためのサンプルは、例えば、細胞、組織、ホ
モジネート、溶解物、抽出物、精製又は部分的に精製されたタンパク質、他の生体分子及
びそれらの混合物を含む。
【００６９】
　本発明の方法において、通常、用いられる非限定的な例は、全血、血清、血漿、脳脊髄
液、痰、気管支洗浄液、気管支吸引液、尿、精液、リンパ液、種々の気道や腸や泌尿生殖
器の管における外分泌物、涙、唾液、乳、白血球、ミエローマやその類似体、細胞培養上
清等の生体液、固定されている又はされていない組織標本、及び固定されている又はされ
ていない細胞標本を含む。本発明の方法に用いられるサンプルは、試験の形式、及び試験
されるための組織、細胞、抽出物又は特に生体材料である他の材料の性質に基づいて異な
る。細胞又はサンプルからタンパク質抽出物を調製する方法は、本分野において公知であ
り、本発明の方法と相性が良いサンプルを得るために容易に適応できる。
【００７０】
　本明細書において用いられる「特異的に結合すること」及び「特異的結合」は、標的分
子のエピトープの認識に基づいて、抗体がその標的（分析物）に結合することを意味する
。抗体は、存在し得る他の化合物に結合するよりも高い結合親和性で標的分子を認識し、
それに結合することが好ましい。本発明の種々の実施形態において、「特異的に結合する
こと」は、抗体が標的分子と関係が無い分子と結合するよりも、少なくとも約１０６倍大
きい親和性、好ましくは少なくとも約１０７倍大きい親和性、より好ましくは少なくとも
約１０８倍大きい親和性、最も好ましくは少なくとも約１０９倍大きい親和性で標的分子
に結合することを意味する。一般に、特異的結合は、非特異的結合よりも約１０６倍から
約１０９倍大きい親和性を有する。いくつかの実施形態において、特異的結合は、非特異
的結合に対して１０９倍以上大きい親和性により特徴付けられ得る。結合親和性は、いく
つかの適当な方法により測定され得る。そのような方法は、本技術分野において公知であ
り、以下の方法に限られないが、表面プラズモン共鳴及び等温滴定型熱量測定を含む。特
定の実施形態において、抗体は、標的分析物を唯一認識し、それと結合する。
【００７１】
　本明細書において用いられる「モノクローナル抗体」とは、実質的に同種の抗体の群か
ら得られる抗体をいう。すなわち、少数存在し得るような変異が自然発生する可能性を除
けば、同一である群を備えたそれぞれの抗体をいう。モノクローナル抗体は、単一の抗原
部位に対して高い特異性を有する。さらに、一般に異なる決定基（エピトープ）を認識す
る異なる抗体を含む通常の（ポリクローナル）抗体とは対照的に、各モノクローナル抗体
は、抗原における単一の決定基を認識する。それらの特異性に加えて、モノクローナル抗
体は、他のイムノグロブリンにより汚染されていないハイブリドーマの培養により合成さ
れ得る点で有利である。変更「モノクローナル」は、抗体の実質的に同一の群から得られ
るような抗体の特性を示し、いくつかの特定の方法による抗体の要求生成と解釈されない
。モノクローナル抗体は、「キメラ」抗体（米国特許第４８１６５６７号、及びMorrison
等（１９８４）Proc. Natl. Acad. Sci. USA,　81:6851-6855）、並びにヒト化抗体（Jon
es等（１９８６）Nature, 321:522-525; Reichmann等（１９８８）Nature,332:323-329; 
Presta（１９９２）Curr. Op. Struct.Biol. 2:593-596）を含み得る。
【００７２】
　モノクローナル抗体は、培養液中の継代細胞株によって抗体分子を生成するいくつかの
技術により得られ得る。それらは、以下のものに限られないが、Koehler及びMilsteinの
ハイブリドーマ法（１９７５、Nature, 256: 495-7; 及び米国特許第４３７６１１０号）
、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ法（Kosbor等（１９８３）、ImmunologyToday, 4: 72; Cote
等（１９８３）、Proc.Natl. Acad. Sci. USA, 80: 2026-30）、及びＥＢＶ－ハイブリド
ーマ法（Cole等（１９８５）、Monoclonal Antibodies And CancerTherapy, Alan R. Lis
s, Inc., New York, pp.77-96）を含む。標的化合物に特異的なモノクローナル抗体の調
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製は、Harlow及びLane編（１９８８）、Antibodies-ALaboratory Manual. Cold Spring H
arbor Laboratory, Chapter 6に記載されている。そのような抗体は、ＩｇＧ、ＩｇＭ、
ＩｇＥ、ＩｇＡ、ＩｇＤ及びそれらのサブクラスを含むイムノグロブリンのクラスのいず
れかである。ｍＡｂを生成するハイブリドーマは、インビトロ又はインビボで培養され得
る。インビボにおける高力価のｍＡｂｓの生成は、非常に効率的な生成方法となる。
【００７３】
　「ポリクローナル抗体」は、抗原又はその抗原性機能的誘導体を用いて免疫性を与えた
動物の血清由来の抗体分子の異種群である。ポリクローナル抗体の生成のために、ウサギ
、マウス及びヤギ等の宿主動物は、抗原又はハプテン－担体結合体と選択的に免疫補助剤
と共に注射されることにより、免疫性が与えられ得る。
【００７４】
　一本鎖抗体の生成方法（米国特許第４９４６７７８号; Bird（１９８８）、Science242
: 423-26; Huston等（１９８８）、Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 5879-83; 及びWar
d等（１９８９）、Nature, 334:544-46）は、遺伝子－一本鎖抗体を生成するために適応
され得る。一本鎖抗体は、通常、アミノ酸架橋を介してＦｖ領域の重鎖及び軽鎖の断片を
結ぶことにより形成され、一本鎖ポリペプチドが生じる。
【００７５】
　特異的なエピトープを認識する抗体断片は、公知の方法により生成され得る。例えば、
そのような断片は、以下のものに限られないが、抗体分子のペプシン消化により生成され
得るＦ（ａb’）２断片、及びＦ（ａb’）２断片のジスルフィド架橋を低減することによ
り生成され得るＦａｂ断片を含む。また、Ｆａｂ発現ライブラリーは、所望の特異性を有
するモノクローナルＦａｂ断片の同定を迅速かつ容易にできるようにするために構築され
得る（Huse等、（１９８９）、Science,246: 1275-1281）。
【００７６】
　本明細書において互換的に用いられる「ポリヌクレオチド」及び「核酸（分子）」とい
う用語は、天然又は非天然の核酸を含む所定の長さのヌクレオチドの重合体を意味する。
ポリヌクレオチドは、デオキシリボ核酸、リボ核酸及び／又はそれらの類似体を含み得る
。核酸の選択及び調製方法は、多くあり、標準的な生体分子のプロトコールに記載されて
いる。通常の方法は、既存の鋳型ＤＮＡ又は人工の核酸の段階的合成からの予備的なＰＣ
Ｒ及びクロマトグラフィーによる精製が用いられる。通常、ここでは、核酸分子はＤＮＡ
分子である。
【００７７】
　アミノ酸置換に関して、本明細書において用いられる「少なくとも１つ」という用語は
、少なくとも１つに関するが、好ましくは、少なくとも２個、３個、４個、５個、６個、
７個、８個、９個、１０個、１１個、１２個、１３個、１４個、１５個、２０個、２５個
、３０個、３５個、４０個、４５個、５０個又は複数のアミノ酸置換に関する。
【００７８】
　本明細書において互換的に用いられる「接触」又は「培養（インキュベート）」という
用語は、一般に、一の組成物、試薬、分析物又はサンプルと他のものとの接近を意味する
。
【００７９】
　本明細書において用いられる「検出」という用語は、所定の分子の存在を確認する方法
をいう。これを達成するために用いられる方法は、以下のものに限られないが、ＥＬＩＳ
Ａ及びイムノＰＣＲ（ＩＰＣＲ）等のイムノアッセイを含み得る。
【００８０】
　血液系腫瘍は、血液、骨髄及びリンパ節に影響する癌の型である。血液系腫瘍は、骨髄
細胞株及びリンパ細胞株の主要な２つの血液細胞系のどちらかに由来し得る。骨髄細胞株
は、通常、顆粒球、赤血球、血小板、マクロファージ及びマスト細胞を生成し、リンパ細
胞株は、Ｂ細胞、Ｔ細胞、ＮＫ細胞及び形質細胞を生成する。リンパ腫、リンパ性白血病
及び骨髄腫は、リンパ細胞株から生じ、一方、急性及び慢性骨髄性白血病、骨髄異形成症
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候群及び骨髄増殖性疾患は、骨髄が起源である。
【００８１】
　白血病は、血液又は骨髄の癌であり、通常は白血球である血液細胞の異常な増殖により
特徴付けられる。白血病は、臨床的及び病理的に種々の大きな群に細分される。急性白血
病は、未熟な血液細胞の急速な増加により特徴付けられる。この細胞群により、骨髄が健
康な血液細胞を生成することができなくなる。悪性細胞が急速に増加及び蓄積し、その後
、それは血流に波及し、体内の他の器官に広がるため、急性白血病に対しては迅速な治療
が必要である。急性白血病は、子供の白血病において最も一般的な型である。慢性白血病
は、比較的に成熟しているが異常な白血病の過度の生育により特徴付けられる。一般に、
数か月又は数年かかって、その細胞が正常細胞よりも極めて高い割合にまで生成され、そ
の結果、血液中に多くの異常な白血球が生じる。急性白血病はすぐに治療しなければなら
ないが、慢性型は、治療の最大効果を保証するために、治療する前に所定の期間中、経過
を見る場合がある。慢性白血病は、老人が多く罹るが、理論上はどの年代も罹り得る。さ
らに、その疾病は、どの種類の血液細胞が影響を受けるかに従って細分される。この区分
は、リンパ芽球性又はリンパ性の白血病と、骨髄の又は骨髄性の白血病とに白血病を分け
る。リンパ芽球性又はリンパ性の白血病では、癌化が、感染と戦う免疫系細胞であるリン
パ球を正常に形成する骨髄細胞の型において起こる。多くのリンパ性白血病は、Ｂ細胞の
ような特定のサブタイプのリンパ球が関与する。骨髄の又は骨髄性の白血病では、癌化が
、赤血球、他の型の白血球及び血小板を正常に形成する骨髄細胞の型において起こる。急
性骨髄性白血病（ＡＭＬ）は、血液細胞の骨髄系の癌であり、骨髄に蓄積し、正常細胞の
生成を妨げる異常な白血球の急速な増殖により特徴付けられる。ＡＭＬは成人に発症する
最も一般的な急性白血病であり、その発症率は年齢と共に増加する。ＡＭＬは比較的まれ
な疾病であるが、アメリカにおける癌死の約１．２％を占め、その発症率は、人口年齢に
応じて増加すると考えられる。
【００８２】
　ＡＭＬの症状は、正常骨髄が白血病細胞に置換されることにより引き起こされ、それは
、赤血球、血小板及び正常白血球の減少を引き起こす。それらの症状は、疲労、息切れ、
容易にあざ及び出血が生じること、及び感染のリスクの増大を含む。ＡＭＬのいくつかの
リスク因子は同定されているが、その疾病の特異的な原因は明らかになっていない。急性
白血病であるＡＭＬは、治療しなければ、急速に進行し、通常、数週間又は数カ月以内に
致命的になる。
【００８３】
　ＡＭＬはいくつかのサブタイプを有し、サブタイプの間で治療法及び予後が異なる。サ
ブタイプに従って、５年生存率が１５～７０％の間で異なり、再発率が７８～３３％の間
で異なる。
【００８４】
　モノクローナル抗体は、特に造血系に発症する細胞増殖性の病気及び障害の治療のため
に用いられ得る治療タンパク質のクラスである。標的に対する特異性、免疫因子機構を媒
介する能力及び血清中における長い半減期等を含む多くの抗体の有利な特性は、抗体を強
力な治療薬にする。本開示は原癌遺伝子ＦＬＴ３に対する抗体を記載する。
【００８５】
　ＦＬＴ３は、白血病、特にＡＭＬの発症及び進行における重要な役割を果たすことが知
られており、ＡＭＬの患者にＦＬＴ３阻害剤を用いた最初の試験は、期待できる結果を示
した。しかしながら、ＡＭＬ等の白血病の治療に役立つ抗ＦＬＴ３抗体の必要性はまだ存
在する。
【００８６】
　ＦＬＴ３に対する抗体の臨床的成功は、それらの作用の潜在的機序に依存する。細胞の
作用を媒介するような抗体によって可能なメカニズムは多く存在し、それらは、必要とさ
れる成長経路の阻害を介した抗増殖、アポトーシスのための細胞内シグナリングの誘導、
受容体のダウンレギュレーション及び／又はターンオーバーの増強、補体依存性細胞障害



(20) JP 5944831 B2 2016.7.5

10

20

30

40

50

（ＣＤＣ）、抗体依存性細胞障害（ＡＤＣＣ）、抗体依存性貪食作用（ＡＤＣＰ）及び適
応免疫反応の促進を含む（Cragg等、１９９９、Curr Opin Immunol 11； 541-547, Glenn
ie等、２０００、Immunol Today 21, 403-410）。抗体の効能は、それらのメカニズムの
組み合わせにより生じ得る。また、腫瘍学において、臨床的治療におけるそれらの相対的
重要性は、癌依存的であると思われる。
【００８７】
　いくつかの抗体の活性のためのＦｃγＲ媒介エフェクター機能の重要性は、マウスにお
いて（Clynes等、１９９８、Proc Natl Acad SciUSA, 95, 652-656; Clynes等、２０００
、Nat Med, 6, 443-446）、及びヒトにおける臨床的効能と、高親和性（Ｖ１５８）又は
低親和性（Ｆ１５８）ＦｃγＲIIIａの多様型のアロタイプとの間で観察された相対性か
ら証明されている。それらのデータは共に、特定のＦｃγＲｓに結合するために最適化さ
れた抗体がエフェクター機能を良好に媒介し得ることを示し、それにより、患者における
標的細胞をより効率的に破壊する。従って、抗体の抗腫瘍効果を増強するための期待でき
る手段は、ＡＤＣＣ、ＡＤＣＰ及びＣＤＣ等の細胞障害性エフェクター機能を媒介する能
力の増強を介する。さらに、抗体は、抗体が腫瘍細胞におけるその標的に結合している際
に起こり得る増殖阻害又はアポトーシスシグナリングを介する抗腫瘍メカニズムを媒介し
得る。このようなシグナリングは、抗体がＦｃγＲを介して免疫細胞に結合される腫瘍細
胞に存在する際に増強され得る。従って、ＦｃγＲｓに対する抗体の親和性の増大は、抗
増殖作用を増強し得る。
【００８８】
　いくつかの成功は、増強されたエフェクター機能を提供するために、ＦｃγＲｓへの結
合が選択的に増強されるように抗体を変異することで達成される。エフェクター機能を最
適化するために変更された抗体は、アミノ酸変異を用いて達成される（例えば、米国特許
出願第２００４－０１３２１０１号又は米国特許出願第２００６－００２４２９８号を参
照）。
【００８９】
　残念ながら、所定の標的抗原に最適である作用機序は、先天的に知られていない。さら
に、抗体が標的細胞に対する所定の作用機序を媒介できることは知られていない。ある場
合において、Ｆｖ又はＦｃのどちらかを介した抗体活性の欠損は、そのような活性を媒介
することに乏しい、標的抗原におけるエピトープの標的化に起因し得る。他の場合におい
て、標的化されたエピトープは、所望のＦｖ又はＦｃを介した活性を受け入れやすく、そ
れでも、親和性（抗原に対するＦｖ領域の親和性又はＦｃ受容体に対するＦｃ領域の親和
性）は、不十分である。この問題を解決するために、本開示は、例えば新たに生成又は最
適化されたＦｃ媒介活性といったＦｃ媒介活性を提供する抗ＦＬＴ３抗体の変異を記載す
る。
【００９０】
　抗体は、特定の抗原に結合する免疫学的タンパク質である。ヒト及びマウスを含む多く
の哺乳動物において、抗体は、重鎖及び軽鎖の対から構成されている。軽鎖及び重鎖の可
変領域は、抗体同士の間における重要な多様性を示し、標的抗原との結合に関与する。そ
れぞれの鎖は、個々のイムノグロブリン（Ｉｇ）ドメインから構成され、従って、イムノ
グロブリンという総称は、そのようなタンパク質に用いられる。
【００９１】
　天然の抗体の構成単位は、通常、四量体を備えている。それぞれの四量体は、通常、２
つのポリペプチド鎖の同一の対から構成され、各対は、１つの「軽」鎖（通常、約２５ｋ
Ｄａの分子量を有する）と、１つの「重」鎖（通常、約５０～７０ｋＤａの分子量を有す
る）とを有している。軽鎖及び重鎖のそれぞれは、可変領域及び定常領域と呼ばれる２つ
の異なる領域からなる。イムノグロブリンのＩｇＧクラスにおいて、重鎖は、Ｎ末端から
Ｃ末端に向かって、ＶＨ－ＣＨ１－ＣＨ２－ＣＨ３の順に結合された４つのイムノグロブ
リンドメインからなり、それらは、それぞれ重鎖可変ドメイン、重鎖定常ドメイン１、重
鎖定常ドメイン２及び重鎖定常ドメイン３と呼ばれる（また、ＶＨ－Ｃγ１－Ｃγ２－Ｃ
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γ３ともいわれ、それぞれ、重鎖可変ドメイン、定常ガンマ１ドメイン、定常ガンマ２ド
メイン及び定常ガンマ３ドメインともいわれる）。ＩｇＧ軽鎖は、Ｎ末端からＣ末端に向
かって、ＶＬ－ＣＬの順に結合された２つのイムノグロブリンドメインからなり、それら
は、それぞれ軽鎖可変ドメイン及び軽鎖定常ドメインと呼ばれる。定常領域は、より少な
い配列多様性を示し、重要な生化学的事象を誘発するために多くの天然タンパク質と結合
することに関与している。
【００９２】
　抗体の可変領域は、抗原と結合する決定要因となる分子を含み、従って、抗体とその標
的抗原との特異性を決定する。可変領域は、同一クラス内の他の抗体と配列の点で大きく
異なるため、このように呼ばれている。可変領域において、３つのループは、抗原結合部
位を形成するために重鎖及び軽鎖のＶドメインのそれぞれに集められている。ループのそ
れぞれは、相補性決定領域（以下、ＣＤＲという）と呼ばれ、アミノ酸配列の差異が最も
著しい。全部で６つのＣＤＲがあり、重鎖及び軽鎖に３つずつあり、それぞれＶＨＣＤＲ
１、ＶＨＣＤＲ２、ＶＨＣＤＲ３、ＶＬＣＤＲ１、ＶＬＣＤＲ２及びＶＬＣＤＲ３と呼ば
れる。ＣＤＲｓの外側の可変領域は、フレームワーク（ＦＲ）領域と呼ばれる。ＣＤＲほ
ど多様ではないが、異なる抗体間でＦＲ領域の配列差がある。さらに、この特徴的な抗体
の構造は、安定な骨格（ＦＲ領域）を提供し、抗原の広範な配列に対する特異性を得るた
めの免疫系により実質的な抗原結合多様性（ＣＤＲｓ）が探索され得る。多くの高分解構
造は、抗原と非結合及び抗原と複合した異なる生物からの種々の可変領域断片に適用可能
である。抗体の可変領域の配列及び構造の特徴は、例えば、Morea等、１９９７、Biophys
 Chem,  68: 9-16; Morea等、２０００、Methods, 20: 267-279に記載され、抗体の保存
特性は、例えば、Maynard等、２０００、Annu Rev Biochem Eng, 2: 339-376に記載され
ている。
【００９３】
　抗体は、定常領域により遺伝的に決定されるような、アイソタイプともいわれるクラス
に分類される。ヒト定常軽鎖は、カッパ（Ｃκ）軽鎖及びラムダ（Ｃλ）軽鎖に分類され
る。ヒト重鎖は、ミュー、デルタ、ガンマ、アルファ又はイプシロンに分類され、それぞ
れＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＡおよびＩｇＥの抗体のアイソタイプに定義さ
れる。ＩｇＧクラスは、治療目的で用いられる最も一般的なものである。
【００９４】
　本明細書において用いられる「ＩｇＧ」とは、認められているイムノグロブリンガンマ
遺伝子に実質的にコードされた抗体のクラスに属するポロペプチドを意味する。ヒトにお
いて、このクラスは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３及びＩｇＧ４のサブクラスを含む。
マウスにおいて、このクラスは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ及びＩｇＧ３を含む
。ＩｇＭは、以下に限られないが、ＩｇＭ１及びＩｇＭ２を含むサブクラスを有している
。ＩｇＡは、以下に限られないが、ＩｇＡ１及びＩｇＡ２を含む数個のサブクラスを有し
ている。従って、本明細書において用いられる「アイソタイプ」は、それらの定常領域の
化学的及び抗原的特性により定義されたイムノグロブリンのクラス又はサブクラスを意味
する。公知のヒトイムノグロブリンのアイソタイプは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、
ＩｇＧ４、ＩｇＡ１、ＩｇＡ２、ＩｇＭ１、ＩｇＭ２、ＩｇＤ及びＩｇＥである。
【００９５】
　天然のヒトＩｇＧアイソタイプのハイブリッド組成物であるＩｇＧｓは本発明に役立ち
得る。ＡＤＣＣ、ＡＤＣＰ、ＣＤＣ及び血清半減期等のエフェクター機能は、例えばＩｇ
Ｇ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１、ＩｇＡ２、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及
びＩｇＭを含む抗体の異なるクラス間で顕著に異なる（Michaelsen等、１９９２、Molecu
larImmunology, 29(3):319-326）。多くの研究では、それらの間のエフェクター機能の差
異の決定要因を調べるために、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３及びＩｇＧ４の変異体を調
べている。例えば、Canfield 及びMorrison, 1991 , J. Exp. Med.173: 1483-1491 ; Cha
ppel等.,1991 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88(20): 9036-9040; Chappel等., 1993, J
ournal of Biological Chemistry 268:25124- 25131 ; Tao等., 1991 , J . Exp. Med. 1
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73: 1025-1028; Tao等.,1993, J. Exp. Med. 178: 661-667; Redpath等., 1998, Human I
mmunology, 59, 720-727を参照できる。
【００９６】
　米国特許出願２００６－０１３４１０５号の「最適化されたエフェクター機能を有する
ＩｇＧイムノグロブリン変異体」に記載されているように、他のイムノグロブリンクラス
からの定常領域を含む抗体におけるアミノ酸変異を行うことができる。そのような人工の
ハイブリッドＩｇＧ組成物は、改良されたＡＤＣＣ、貪食作用、ＣＤＣ及び血清半減期を
含む改良されたエフェクター機能の特性を提供できる。
【００９７】
　本技術分野において公知であるように、イムノグロブリンの多型性は、ヒト個体群内に
存在する。Ｇｍ多型性は、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２及びＩｇＧ３分子のマーカーのための
Ｇ１ｍ、Ｇ２ｍ及びＧ３ｍアロタイプと呼ばれるアロタイプの抗原性の決定要因をコード
するアレルを有するＩＧＨＧ１、ＩＧＨＧ２及びＩＧＨＧ３遺伝子により決定される（ガ
ンマ４鎖ではＧｍアロタイプは発見されていない）。マーカーは、「アロタイプ」及び「
イソアロタイプ」の中に分類さ得る。それらは、アイソタイプ間における強い配列相同性
に依存する異なる血清学的基礎で区別される。アロタイプは、Ｉｇ遺伝子の対立形質によ
り特定される抗原性決定要因である。アロタイプは、異なる個体の重鎖又は軽鎖のアミノ
酸配列におけるわずかな差異を表す。多くの場合においていくつかのアミノ酸置換が生じ
ているが、１つのアミノ酸の差異でさえも、アロタイプの決定要因を引き起こし得る。ア
ロタイプは、サブクラス間のアレル間における配列差であり、それにより、抗血清がアレ
ルの差異のみで認められる。イソアロタイプは、１つ又はそれ以上の他のアイソタイプと
共有される非多型性相同領域エピトープを生成する１つのアイソタイプ中のアレルである
。このため、抗血清は、関連するアロタイプ及び関連する相同アイソタイプの両方に反応
する（Clark, 1997, IgG effectormechanisms, Chem. Immunol. 65-88-110, Gorman 及び
Clark, 1990, Semin. Immunol.2(6):457-66）。
【００９８】
　ヒトイムノグロブリンのアレル型は、十分に特徴付けられている。さらに、他の多型も
特徴付けられている（Kim等., 2001 , J. Mol. Evol.54 1-9, これは本明細書に参照とし
て援用される）。現在では、Ｇ１ｍ（１、２、３、１７）又はＧ１ｍ（ａ、ｘ、ｆ、ｚ）
、Ｇ２ｍ（２３）又はＧ２ｍ（ｎ）、Ｇ３ｍ（５、６、１０、１１、１３、１４、１５、
１６、２１、２４、２６、２７、２８）又はＧ３ｍ（ｂ１、ｃ３、ｂ５、ｂ０、ｂ３、ｂ
４、ｓ、ｔ、ｇ１、ｃ５、ｕ、ｖ、ｇ５）の１８個のＧｍアロタイプが知られている（Le
franc等 , Thehuman IgG subclasses: molecular analysis ofstructure, function and 
regulation Pergamon, Oxford,pp 43-78 (1990), Lefranc, G等.,1979, Hum. Genet.: 50
, 199-21 1)。固定された組み合わせで遺伝するアロタイプは、Ｇｍハプロタイプと呼ば
れる。本発明の抗体は、イムノグロブリン遺伝子のアロタイプ、イソアロタイプ又はハプ
ロタイプにより実質的にコードされ得る。本発明の抗体は、例えばヒト等を含む哺乳動物
、マウス及びラット等を含む齧歯動物、ウサギ及びノウサギ等を含むウサギ目、ラクダ、
ラマ及びヒトコブラクダ等を含むラクダ科、並びに原猿、広鼻猿類（新世界サル）、オナ
ガザル上科（旧世界ザル）、及びギボンとテナガザルと大型類人猿等とを含む類人の遺伝
子により実質的にコードされ得る。
【００９９】
　一実施形態において、本発明の抗体は、実質的にヒトの抗体である。本発明の抗体は、
抗体のクラスのいずれかに属するイムノグロブリン遺伝子により実質的にコードされ得る
。一実施形態において、本発明の抗体は、ヒトサブクラスＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３
及びＩｇＧ４を含む抗体のＩｇＧクラスに属する配列を含む。代替の実施形態において、
本発明の抗体は、ＩｇＡ（ヒトサブクラスＩｇＡ１及びＩｇＡ２を含む）、ＩｇＤ、Ｉｇ
Ｅ、ＩｇＧ又はＩｇＭの抗体のクラスに属する配列を含む。本発明の抗体は、１つ以上の
タンパク鎖を含み得る。すなわち、本発明では、モノマー、又はホモオリゴマー若しくは
ヘテロオリゴマーを含むオリゴマーである抗体が用いられ得る。
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【０１００】
　一実施形態において、本発明の抗体は、ヒトＩｇＧ配列に基づき、従って、ヒトＩｇＧ
配列は、例えば齧歯動物及び霊長類の配列といった他の生物の配列、並びにＩｇＡ、Ｉｇ
Ｅ、ＩｇＤ及びＩｇＭ等の他のイムノグロブリンクラスの配列等を含む他の配列が比較さ
れる「ベース」の配列として用いられる。本発明の抗体は、１つの親抗体に照らして合成
されるが、変異体は、他の第２の親抗体に照らして合成又は「転移」されると考えられる
。これは、「同等の」又は「対応する」残基を決定すること、及び２つの抗体の配列間の
配列的又は構造的相同性に主として基づく第１の抗体と第２の抗体との間の置換により行
われる。相同性を確認するために、本明細書で要約された第１の抗体のアミノ酸配列は、
第２の抗体の配列と直接に比較される。アラインメントを維持するために必要な挿入及び
欠損をさせるように（すなわち、任意の欠損及び挿入を介して保存された残基の除去を避
ける）、本技術分野において公知の１つ又はそれ以上の相同性アラインメントプログラム
を用いて、（例えば種同士の間の保存された残基を用いて）、配列を調整した後に、第１
の抗体の一次配列における特定のアミノ酸と同等の残基が規定される。保存された残基の
アラインメントは、そのような残基の１００％を保存し得る。しかしながら、保存された
残基の７５％以上又は５０％のアラインメントは、同等の残基を規定するのに適する。同
等の残基は、構造が決定された抗体の三次構造のレベルにある第１の抗体と第２の抗体と
の間の構造的相同性を決定することにより規定され得る。この場合、同等の残基は、アラ
インメント後に、親又は前駆体の特定のアミノ酸残基の主鎖の２つ又はそれ以上の原子の
原子座標（ＮとＮ、ＣＡとＣＡ、ＣとＣ及びＯとＯ）が０．１３ｎｍ以内、例えば０．１
ｎｍとなるように規定される。アラインメントは、最も良いモデルがタンパク質の非水素
タンパク質原子の原子座標の最大のオーバーラップを与えるために、向きを調整され、位
置づけられた後に達成される。同等の又は対応する残基がどのように決定されたかにかか
わらず、また、その抗体を形成する親抗体のアイデンティティーにかかわらず、伝えられ
ることは、本発明により発見された抗体が、その抗体と相同性がある重要な配列又は構造
を有する第２の親抗体の中に作られ得ることである。従って、例えば、親抗体がヒトＩｇ
Ｇ１の場合、同等の残基を決定するための上記の方法又は他の方法を用いることにより、
変異抗体が生成されると、変異抗体は、ヒトＩｇＧ２親抗体、ヒトＩｇＡ親抗体、及びマ
ウスＩｇＧ２ａ又はＩｇＧ２ｂ親抗体等において変更され得る。また、上記のように、親
抗体の関連は、本発明の抗体から他の親抗体へ移転するための能力に影響しない。例えば
、１つの抗原エピトープを標的とするヒトＩｇＧ１抗体において変更された変異抗体は、
異なる抗体エピトープを標的とするヒトＩｇＧ２抗体の中に転移され得る。
【０１０１】
　イムノグロブリンのＩｇＧクラスにおいて、重鎖にはいくつかのイムノグロブリンドメ
インがある。本明細書において「イムノグロブリン（ＩｇＧ）ドメイン」とは、他とは異
なる三次構造を有するイムノグロブリンの領域を意味する。本発明における対象は、定常
重鎖（ＣＨ）ドメイン及びヒンジを含む定常重鎖のドメインである。ＩｇＧ抗体に関して
、ＩｇＧアイソタイプのそれぞれは、ＫａｂｉｔのＥＵインデックスに基づく１１８～２
２０の位置にある「ＣＨ１」、２３７～３４０の位置にある「ＣＨ２」及び３４１～４４
７の位置にある「ＣＨ３」の３つのＣＨドメインを有する。本明細書における「ヒンジ」
、「ヒンジ領域」、「抗体ヒンジ領域」又は「イムノグロブリンヒンジ領域」は、抗体の
第１定常ドメインと第２定常ドメインとの間にアミノ酸を含む可動性ポリペプチドを意味
する。構造的に、ＩｇＧのＣＨ１ドメインはＥＵインデックスの２２０の位置で終わり、
ＩｇＧのＣＨ２ドメインはＥＵインデックスの２３７の位置から始まる。従ってＩｇＧの
ヒンジは、２２１（ＩｇＧ１のＤ２２１）から２３６（ＩｇＧのＧ２３６）の位置を含む
ように規定される。その番号付け方法は、ＫａｂｉｔのＥＵインデックスに基づく。いく
つかの実施形態において、例えばＦｃ領域に関して、下側ヒンジが含まれ、「下側ヒンジ
」とは、一般に、２２６又は２３０の位置をいう。本明細書で定義される定常重鎖は、Ｃ
Ｈ１ドメインのＮ末端からＣＨ３ドメインのＣ末端までをいい、従って１１８～４４７の
位置を含み、この番号付け方法はＥＵインデックスに基づく。本明細書で定義される定常
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軽鎖は、単一のドメインを有し、１０８～２１４の位置のＣκ又はＣλであり、その番号
付け方法はＥＵインデックスに基づく。
【０１０２】
　特に、「抗体」の定義には全長抗体が含まれる。本明細書における「全長抗体」とは、
可変領域及び定常領域を含む抗体の天然の生化学的形状を構成する構造を意味する。例え
ば、ヒト及びマウスを含む多くの哺乳動物において、ＩｇＧクラスの全長抗体は、四量体
であり、２つのイムノグロブリンの２つの同一の対からなる。それぞれの対は、１つの軽
鎖及び１つの重鎖を有し、それぞれの軽鎖は、イムノグロブリンドメインＶＬ及びＣＬを
含む、それぞれの重鎖は、イムノグロブリンドメインＶＨ、ＣＨ１(Ｃγ１）、ＣＨ２(Ｃ
γ２）及びＣＨ３(Ｃγ３）を含む。例えばラクダ及びラマ等の哺乳動物において、Ｉｇ
Ｇ抗体は、２つの重鎖のみからなり得る。それぞれの重鎖はＦｃ領域に接続した可変ドメ
インを含む。
【０１０３】
　また、ここでの抗体は、抗体断片等の種々の構造であってもよい。抗体断片は、以下の
ものに限られないが、二重特異性抗体、ミニボディ、ドメイン抗体、合成抗体、擬似抗体
、キメラ抗体、抗体融合体（時々「抗体結合体」とも呼ばれる）及びそれぞれの断片を含
む。特異的抗体断片は、以下のものに限られないが、（i）ＶＬ、ＶＨ、ＣＬ及びＣＨ１
ドメインからなるＦａｂ断片、（ii）ＶＨ及びＣＨ１ドメインからなるＦｄ断片、（iii
）単一の抗体のＶＬ及びＶＨドメインからなるＦｖ断片、（iv）単一の可変領域からなる
ｄＡｂ断片、（v）単離されたＣＤＲ領域、（vi）２つの結合されたＦａｂ断片を備えた
二価の断片であるＦ（ａｂ’）２、（vii）ＶＨドメイン及びＶＬドメインが、抗原結合
領域を形成するために２つのドメインを結合させるペプチドリンカーによって結合されて
いる一本鎖Ｆｖ分子（ｓｃＦｖ）、（viii）二重特異性一本鎖Ｆｖ二量体、及び（ix）「
ダイアボディ」若しくは「トリアボディ」、又は遺伝子融合により構築される多価若しく
は多重特異性の断片を含む。抗体断片は変異されていてもよい。例えば、その分子は、Ｖ
ＨドメインとＶＬドメインとを結合するジスルフィド架橋の組み込みにより安定化され得
る。抗体のフォーマット及び構築の例は、Holliger及びHudson,2006, Nature Biotechnol
ogy 23(9):1126- 1136,並びにCarter2006, Nature Reviews Immunology 6:343-357、さら
に、それらの中で引用された参考文献に記載されている。
【０１０４】
　本発明の抗体は、「ダイアボディ」とも時々呼ばれる、特に二重特異性抗体である多重
特異性抗体を含み得る。それらは、２つ（又はそれ以上の）異なる抗原と結合する抗体で
ある。ダイアボディは、例えば化学的調製又はハイブリッドハイブリドーマを用いるよう
な、本技術分野に周知の種々の方法で作成され得る。一実施形態において、抗体はミニボ
ディである。ミニボディは、ＣＨ３ドメインに結合されたｓｃＦｖを含む最小化された抗
体様タンパク質である。いくつかの場合において、ｓｃＦｖは、Ｆｃ領域に結合し、ヒン
ジ領域の一部又は全てを含み得る。多重特異性抗体の詳細については、Holliger及びHuds
on,2006,Nature Biotechnology 23(9): 1126-1136と、その中で引用された参考文献を参
考とできる。
【０１０５】
　一実施形態において、本発明の抗体は、抗体断片である。特に興味深いのは、Ｆｃ領域
、Ｆｃ融合体、及び重鎖の定常領域（ＣＨ１－ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３）を含む抗体であ
る。本発明の抗体は、Ｆｃ断片を含む。本発明のＦｃ断片は、１～９０％、例えば１０～
９０％又は３０～９０％等のＦｃ領域を含み得る。従って、例えば本発明のＦｃ断片は、
ＩｇＧ１Ｃγ２ドメイン、ＩｇＧ１Ｃγ２ドメイン、ヒンジ領域、及びＩｇＧ１Ｃγ３ド
メイン等を含み得る。一実施形態において、本発明のＦｃ断片は、融合パートナーをさら
に含み、効果的にＦｃ断片融合体とされる。Ｆｃ断片は、余分なポリペプチドを含んでも
含まなくてもよい。
【０１０６】
　免疫原性は、外来性のものと認められる物質に対する複雑な一連の反応の結果であり、
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中和及び非中和抗体の生成、免疫複合体の形成、補体の活性化、マスト細胞の活性化、炎
症、過敏応答、及びアナフィラキシー反応を含み得る。以下のものに限られないが、タン
パク質配列、投与の経路及び頻度、並びに患者個体群等のいくつかの要因は、タンパク質
免疫原性に寄与し得る。免疫原性は、多種の方法におけるタンパク質治療の有効性及び安
全性を制限し得る。有効性は、中和抗体の形成により直接に低減され得る。また、有効性
は、中和抗体又は非中和抗体のいずれかに結合して、通常、血清から急速に除去されるの
で、間接的に低減され得る。重い副作用及び致死さえも免疫反応が生じた際に起こり得る
。従って、一実施形態において、タンパク質エンジニアリングは、本発明の抗体の免疫原
性を低減するために用いられる。
【０１０７】
　いくつかの実施形態において、スカフォールド成分は、異なる種由来の混合物となり得
る。そのような抗体は、キメラ抗体及び／又はヒト化抗体であってもよい。一般に、「キ
メラ抗体」及び「ヒト化抗体」の両方は、一つの種よりも多くの種由来の領域を兼ね備え
る抗体を意味すする。「キメラ抗体」は、伝統的に、マウス（又はいくつかの場合におい
てはラット）の可変領域及びヒトの定常領域を備えている（Morrison等, 1984, Proc Nat
lAcad Sci USA 81 6851-6855）。
【０１０８】
　本明細書において用いられる「ヒト化」抗体とは、ヒトのフレームワーク領域（ＦＲ）
、及び非ヒト（通常はマウス又はラット）抗体の１つ又はそれ以上の相補性決定領域（Ｃ
ＤＲs）を備えた抗体を意味する。ＣＤＲｓを提供する非ヒト抗体は、「ドナー」と呼ば
れ、フレームワークを提供するヒトイムノグロブリンは、「アクセプタ」と呼ばれる。ヒ
ト化は、アクセプタ（ヒト）ＶＬ及びＶＨフレームワークにドナーＣＤＲsを移植するこ
とに主に基づく（Winter US 5225539）。この方法は、「ＣＤＲグラフティング」と呼ば
れる。ドナーの残基に対応して選択されたアクセプタフレームワークの残基の「逆突然変
異」は、最初に移植された構成物において失われた親和性を回復するためによく必要とさ
れる（US 5693762）。ヒト化抗体は、イムノグロブリン定常領域の少なくとも一部、通常
は、ヒトイムノグロブリンの少なくとも一部を適切に備え、従って、通常はヒトＦｃ領域
を備えている。ヒト化、及び非ヒト抗体の再形成のための種々の技術及び方法は、本技術
分野において周知である（Tsurushita及びVasquez,2004, Humanization of Monoclonal A
ntibodies, Molecular Biology of B Cells,533-545, Elsevier Science (USA)、及びそ
の中で引用された参考文献を参照）。ヒト化、又は非ヒト抗体可変領域の免疫原性を低減
する他の方法は、例えばRoguska等.1994,Proc Natl Acad Sci USA 91 969-973に記載され
たリサーフェシング方法を含む。一実施形態において、選択に基づく方法は、ヒト化する
ため、及び／又は親和性が十分な抗体の可変領域を得る、すなわち、その標的抗原のため
の可変領域の親和性を増大するために用いられ得る。他のヒト化方法は、以下のものに限
られないが、Tan等, 2002, J Immunol169 1119-1125, De Pascalis等,2002, J Immunol 1
69 3076-3084に記載された方法を含む、ＣＤＲsの部分のみを移植することを含み得る。
構造に基づく方法は、例えば米国特許7117096及びその関連の出願に記載されているよう
に、ヒト化するため及び親和性を十分にするために用いられ得る。
【０１０９】
　特定の変形例において、抗体の免疫原性は、２００４年１２月３日に出願された「宿主
ストリング含有量が増加された変異体タンパク質の生成法と、それらの組成物」という発
明の名称の米国特許出願2006-0008883号に記載された方法を用いて低減される。
【０１１０】
　免疫原性を低減するための変異は、親配列に由来する処理されたペプチドのＭＨＣとの
結合を低減する変異を含み得る。例えば、アミノ酸変異は、一般的なＭＨＣアレルと高い
親和性で結合することが予測される免疫エピトープが無い、又は最小限の数だけあるよう
に設計される。タンパク質配列のＭＨＣ結合エピトープを同定するいくつかの方法は、本
技術分野において周知であり、本発明の抗体においてエピトープを記録するために用いら
れ得る。例えば、米国特許出願2002-0119492、2004-0230380又は2006-0148009、及びそれ
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らの中で引用された参考文献を参照できる。
【０１１１】
　他の実施形態において、本発明の抗体は、完全に又は実質的にヒト抗体の配列である完
全ヒト抗体であってもよい。「完全（Fully）ヒト抗体」又は「完全（complete）ヒト抗
体」は、本明細書において概説された変異を有するヒト染色体由来の抗体の遺伝子配列を
有するヒト抗体をいう。トランスジェニックマウスの使用（Bruggemann等. 1997,Curr Op
in Biotechnol 8:455-458）、又は選択的方法とヒト抗体ライブラリとの使用（Griffiths
等. 1998, CurrOpin Biotechnol 9:102-108）を含む完全ヒト抗体を生成するための多く
の方法は、本技術分野において周知である。
【０１１２】
　本発明の抗体は、ＦＬＴ３を標的とし、公知又は未知の抗ＦＬＴ３抗体の可変領域（例
えばＣＤＲs）を備え得る。本発明の抗体は、ＦＬＴ３に対する選択性を示す。例として
は、全長対スプライス変異、細胞表面対可溶型、種々の多型変異体の選択性、又は標的の
特異的な立体配座形状を含む。本発明の抗体は、ＦＬＴ３のエピトープ又は領域に結合し
てもよく、抗原の断片、変異型、スプライス型又は異常型に特異的であってもよい。本発
明において用いられ得るＦＬＴ３を標的とする多くの有益な抗体は、これまでに発見され
ている。
【０１１３】
　適当なＦＬＴ３抗体は、米国特許第5777084号及び米国特許第6156882号に記載されるよ
うに、抗ＦＬＴ３抗体４Ｇ８及びＢＶ１０を含む。
【０１１４】
　本発明の抗体は、製品の広い範囲において用いられ得る。一実施形態において、本発明
の抗体は、治療用薬剤、診断試薬又は研究試薬である。一実施形態において、本発明の抗
体は、治療上のものである。本発明の抗体は、モノクローナル又はポリクローナルの抗体
組成物において用いられ得る。一実施形態において、本発明の抗体は、例えば癌細胞のよ
うな標的抗原を生む標的細胞を死滅させるために用いられる。代替の実施形態において、
本発明の抗体は、標的抗原をブロックする、中和する又は刺激するために用いられる。代
替の実施形態において、本発明の抗体は、標的抗原をブロックする、中和する又は刺激す
るために、また、標的抗原を生む標的細胞を死滅させるために用いられる。
【０１１５】
　本明細書において同定されたＣＤＲｓを含む可変ドメインの配列が抗体において組み合
わせ自由で結合され得ることが認められる。さらに、これらの配列は、本明細書で開示さ
れるようなＦｃ領域又はＦｃ変異体の全て又は一部を加えることによって独立的に変異さ
れ得る。変異された配列は、抗体において組み合わせ自由に結合され得る。
【０１１６】
　本発明は、変異を含む抗体に関し、その変異は、１つ若しくはそれ以上のＦｃ領域に対
する親和性を変更する、及び／又は１つ若しくはそれ以上のエフェクター機能を媒介する
抗体の能力を変更する。
【０１１７】
　本発明の発明者等は、驚いたことに、（上記の）４Ｇ８及びＢＶ１０等の公知の抗ＦＬ
Ｔ３抗体のＦｃ部分のＣＨ２ドメインにアミノ酸置換２３９Ｄ及び３３２Ｅを導入するこ
とにより、初めて、これらの抗体の殺細胞活性を顕著に増大し、又は検出及び生成し得る
ことを見出した。一実施形態において、アミノ酸置換は、Ｓ２３９Ｄ及びＩ３３２Ｄであ
る。同一の変異では、一般に殺細胞活性が増大しないことが経験的に示されているため、
それは、驚くべきことである。換言すると、種々の標的抗原に対する種々の抗体において
、これらの置換の導入は、細胞死においては測定できるような影響はない。
【０１１８】
　さらに、そのような変異がなされた抗体は、重鎖定常領域の２２１、２２２、２２３、
２２４、２２５、２２７、２２８、２３０、２３１、２３２、２３３、２３４、２３５、
２３６、２３７、２３８、２４０、２４１、２４３、２４４、２４５、２４６、２４７、
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２４９、２５５、２５８、２６０、２６２、２６３、２６４、２６５、２６６、２６７、
２６８、２６９、２７０、２７１、２７２、２７３、２７４、２７５、２７６、２７８、
２８０、２８１、２８２、２８３、２８４、２８５、２８６、２８８、２９０、２９１、
２９２、２９３、２９４、２９５、２９６、２９７、２９８、２９９、３００、３０１、
３０２、３０３、３０４、３０５、３１３、３１７、３１８、３２０、３２２、３２３、
３２４、３２５、３２６、３２７、３２８、３２９、３３０、３３１、３３３、３３４、
３３５、３３６及び３３７の位置におけるアミノ酸変異をさらに備え得る。これらの位置
のアミノ酸変異は、抗体のＦｃγＲ結合特性、エフェクター機能及び潜在的臨床特性を変
更することが認められている（発明の名称が「最適化Ｆｃ変異体」であり、２００５年５
月５日に出願されたUSSN11/124620を参照）。
【０１１９】
　特に、１つ又はそれ以上のヒトＦｃ受容体への結合を変更する追加の変異体は、本明細
書に記載されたような重鎖定常領域において、２２１Ｋ、２２１Ｙ、２２２Ｅ、２２２Ｙ
、２２３Ｅ、２２３Ｋ、２２４Ｅ、２２４Ｙ、２２５Ｅ、２２５Ｋ、２２５Ｗ、２２７Ｅ
、２２７Ｇ、２２７Ｋ、２２７Ｙ、２２８Ｅ、２２８Ｇ、２２８Ｋ、２２８Ｙ、２３０Ａ
、２３０Ｅ、２３０Ｇ、２３０Ｙ、２３１Ｅ、２３１Ｇ、２３１Ｋ、２３１Ｐ、２３１Ｙ
、２３２Ｅ、２３２Ｇ、２３２Ｋ、２３２Ｙ、２３３Ａ、２３３Ｄ、２３３Ｆ、２３３Ｇ
、２３３Ｈ、２３３Ｉ、２３３Ｋ、２３３Ｌ、２３３Ｍ、２３３Ｎ、２３３Ｑ、２３３Ｒ
、２３３Ｓ、２３３Ｔ、２３３Ｖ、２３３Ｗ、２３３Ｙ、２３４Ａ、２３４Ｄ、２３４Ｅ
、２３４Ｆ、２３４Ｇ、２３４Ｈ、２３４Ｉ、２３４Ｋ、２３４Ｍ、２３４Ｎ、２３４Ｐ
、２３４Ｑ、２３４Ｒ、２３４Ｓ、２３４Ｔ、２３４Ｖ、２３４Ｗ、２３４Ｙ、２３５Ａ
、２３５Ｄ、２３５Ｅ、２３５Ｆ、２３５Ｇ、２３５Ｈ、２３５Ｉ、２３５Ｋ、２３５Ｍ
、２３５Ｎ、２３５Ｐ、２３５Ｑ、２３５Ｒ、２３５Ｓ、２３５Ｔ、２３５Ｖ、２３５Ｗ
、２３５Ｙ、２３６Ａ、２３６Ｄ、２３６Ｅ、２３６Ｆ、２３６Ｈ、２３６Ｉ、２３６Ｋ
、２３６Ｌ、２３６Ｍ、２３６Ｎ、２３６Ｐ、２３６Ｑ、２３６Ｒ、２３６Ｓ、２３６Ｔ
、２３６Ｖ、２３６Ｗ、２３６Ｙ、２３７Ｄ、２３７Ｅ、２３７Ｆ、２３７Ｈ、２３７Ｉ
、２３７Ｋ、２３７Ｌ、２３７Ｍ、２３７Ｎ、２３７Ｐ、２３７Ｑ、２３７Ｒ、２３７Ｓ
、２３７Ｔ、２３７Ｖ、２３７Ｗ、２３７Ｙ、２３８Ｄ、２３８Ｅ、２３８Ｆ、２３８Ｇ
、２３８Ｈ、２３８Ｉ、２３８Ｋ、２３８Ｌ、２３８Ｍ、２３８Ｎ、２３８Ｑ、２３８Ｒ
、２３８Ｓ、２３８Ｔ、２３８Ｖ、２３８Ｗ、２３８Ｙ、２４０Ａ、２４０Ｉ、２４０Ｍ
、２４０Ｔ、２４１Ｄ、２４１Ｅ、２４１Ｌ、２４１Ｒ、２４１Ｓ、２４１Ｗ、２４１Ｙ
、２４３Ｅ、２４３Ｈ、２４３Ｌ、２４３Ｑ、２４３Ｒ、２４３Ｗ、２４３Ｙ、２４４Ｈ
、２４５Ａ、２４６Ｄ、２４６Ｅ、２４６Ｈ、２４６Ｙ、２４７Ｇ、２４７Ｖ、２４９Ｈ
、２４９Ｑ、２４９Ｙ、２５５Ｅ、２５５Ｙ、２５８Ｈ、２５８Ｓ、２５８Ｙ、２６０Ｄ
、２６０Ｅ、２６０Ｈ、２６０Ｙ、２６２Ａ、２６２Ｅ、２６２Ｆ、２６２Ｉ、２６２Ｔ
、２６３Ａ、２６３Ｉ、２６３Ｍ、２６３Ｔ、２６４Ａ、２６４Ｄ、２６４Ｅ、２６４Ｆ
、２６４Ｇ、２６４Ｈ、２６４Ｉ、２６４Ｋ、２６４Ｌ、２６４Ｍ、２６４Ｎ、２６４Ｐ
、２６４Ｑ、２６４Ｒ、２６４Ｓ、２６４Ｔ、２６４Ｗ、２６４Ｙ、２６５Ｆ、２６５Ｇ
、２６５Ｈ、２６５Ｉ、２６５Ｋ、２６５Ｌ、２６５Ｍ、２６５Ｎ、２６５Ｐ、２６５Ｑ
、２６５Ｒ、２６５Ｓ、２６５Ｔ、２６５Ｖ、２６５Ｗ、２６５Ｙ、２６６Ａ、２６６Ｉ
、２６６Ｍ、２６６Ｔ、２６７Ｄ、２６７Ｅ、２６７Ｆ、２６７Ｈ、２６７Ｉ、２６７Ｋ
、２６７Ｌ、２６７Ｍ、２６７Ｎ、２６７Ｐ、２６７Ｑ、２６７Ｒ、２６７Ｔ、２６７Ｖ
、２６７Ｗ、２６７Ｙ、２６８Ｄ、２６８Ｅ、２６８Ｆ、２６８Ｇ、２６８Ｉ、２６８Ｋ
、２６８Ｌ、２６８Ｍ、２６８Ｐ、２６８Ｑ、２６８Ｒ、２６８Ｔ、２６８Ｖ、２６８Ｗ
、２６９Ｆ、２６９Ｇ、２６９Ｈ、２６９Ｉ、２６９Ｋ、２６９Ｌ、２６９Ｍ、２６９Ｎ
、２６９Ｐ、２６９Ｒ、２６９Ｓ、２６９Ｔ、２６９Ｖ、２６９Ｗ、２６９Ｙ、２７０Ｆ
、２７０Ｇ、２７０Ｈ、２７０Ｉ、２７０Ｌ、２７０Ｍ、２７０Ｐ、２７０Ｑ、２７０Ｒ
、２７０Ｓ、２７０Ｔ、２７０Ｗ、２７０Ｙ、２７１Ａ、２７１Ｄ、２７１Ｅ、２７１Ｆ
、２７１Ｇ、２７１Ｈ、２７１Ｉ、２７１Ｋ、２７１Ｌ、２７１Ｍ、２７１Ｎ、２７１Ｑ
、２７１Ｒ、２７１Ｓ、２７１Ｔ、２７１Ｖ、２７１Ｗ、２７１Ｙ、２７２Ｄ、２７２Ｆ



(28) JP 5944831 B2 2016.7.5

10

20

30

40

50

、２７２Ｇ、２７２Ｈ、２７２Ｉ、２７２Ｋ、２７２Ｌ、２７２Ｍ、２７２Ｐ、２７２Ｒ
、２７２Ｓ、２７２Ｔ、２７２Ｖ、２７２Ｗ、２７２Ｙ、２７３Ｉ、２７４Ｄ、２７４Ｅ
、２７４Ｆ、２７４Ｇ、２７４Ｈ、２７４Ｉ、２７４Ｌ、２７４Ｍ、２７４Ｎ、２７４Ｐ
、２７４Ｒ、２７４Ｔ、２７４Ｖ、２７４Ｗ、２７４Ｙ、２７５Ｌ、２７５Ｗ、２７６Ｄ
、２７６Ｅ、２７６Ｆ、２７６Ｇ、２７６Ｈ、２７６Ｉ、２７６Ｌ、２７６Ｍ、２７６Ｐ
、２７６Ｒ、２７６Ｓ、２７６Ｔ、２７６Ｖ、２７６Ｗ、２７６Ｙ、２７８Ｄ、２７８Ｅ
、２７８Ｇ、２７８Ｈ、２７８Ｉ、２７８Ｋ、２７８Ｌ、２７８Ｍ、２７８Ｎ、２７８Ｐ
、２７８Ｑ、２７８Ｒ、２７８Ｓ、２７８Ｔ、２７８Ｖ、２７８Ｗ、２８０Ｇ、２８０Ｋ
、２８０Ｌ、２８０Ｐ、２８０Ｗ、２８１Ｄ、２８１Ｅ、２８１Ｋ、２８１Ｎ、２８１Ｐ
、２８１Ｑ、２８１Ｙ、２８２Ｅ、２８２Ｇ、２８２Ｋ、２８２Ｐ、２８２Ｙ、２８３Ｇ
、２８３Ｈ、２８３Ｋ、２８３Ｌ、２８３Ｐ、２８３Ｒ、２８３Ｙ、２８４Ｄ、２８４Ｅ
、２８４Ｌ、２８４Ｎ、２８４Ｑ、２８４Ｔ、２８４Ｙ、２８５Ｄ、２８５Ｅ、２８５Ｋ
、２８５Ｑ、２８５Ｗ、２８５Ｙ、２８６Ｅ、２８６Ｇ、２８６Ｐ、２８６Ｙ、２８８Ｄ
、２８８Ｅ、２８８Ｙ、２９０Ｄ、２９０Ｈ、２９０Ｌ、２９０Ｎ、２９０Ｗ、２９１Ｄ
、２９１Ｅ、２９１Ｇ、２９１Ｈ、２９１Ｉ、２９１Ｑ、２９１Ｔ、２９２Ｄ、２９２Ｅ
、２９２Ｔ、２９２Ｙ、２９３Ｆ、２９３Ｇ、２９３Ｈ、２９３Ｉ、２９３Ｌ、２９３Ｍ
、２９３Ｎ、２９３Ｐ、２９３Ｒ、２９３Ｓ、２９３Ｔ、２９３Ｖ、２９３Ｗ、２９３Ｙ
、２９４Ｆ、２９４Ｇ、２９４Ｈ、２９４Ｉ、２９４Ｋ、２９４Ｌ、２９４Ｍ、２９４Ｐ
、２９４Ｒ、２９４Ｓ、２９４Ｔ、２９４Ｖ、２９４Ｗ、２９４Ｙ、２９５Ｄ、２９５Ｅ
、２９５Ｆ、２９５Ｇ、２９５Ｈ、２９５Ｉ、２９５Ｍ、２９５Ｎ、２９５Ｐ、２９５Ｒ
、２９５Ｓ、２９５Ｔ、２９５Ｖ、２９５Ｗ、２９５Ｙ、２９６Ａ、２９６Ｄ、２９６Ｅ
、２９６Ｇ、２９６Ｈ、２９６Ｉ、２９６Ｋ、２９６Ｌ、２９６Ｍ、２９６Ｎ、２９６Ｑ
、２９６Ｒ、２９６Ｓ、２９６Ｔ、２９６Ｖ、２９７Ｄ、２９７Ｅ、２９７Ｆ、２９７Ｇ
、２９７Ｈ、２９７Ｉ、２９７Ｋ、２９７Ｌ、２９７Ｍ、２９７Ｐ、２９７Ｑ、２９７Ｒ
、２９７Ｓ、２９７Ｔ、２９７Ｖ、２９７Ｗ、２９７Ｙ、２９８Ａ、２９８Ｄ、２９８Ｅ
、２９８Ｆ、２９８Ｈ、２９８Ｉ、２９８Ｋ、２９８Ｍ、２９８Ｎ、２９８Ｑ、２９８Ｒ
、２９８Ｔ、２９８Ｗ、２９８Ｙ、２９９Ａ、２９９Ｄ、２９９Ｅ、２９９Ｆ、２９９Ｇ
、２９９Ｈ、２９９Ｉ、２９９Ｋ、２９９Ｌ、２９９Ｍ、２９９Ｎ、２９９Ｐ、２９９Ｑ
、２９９Ｒ、２９９Ｓ、２９９Ｖ、２９９Ｗ、２９９Ｙ、３００Ａ、３００Ｄ、３００Ｅ
、３００Ｇ、３００Ｈ、３００Ｋ、３００Ｍ、３００Ｎ、３００Ｐ、３００Ｑ、３００Ｒ
、３００Ｓ、３００Ｔ、３００Ｖ、３００Ｗ、３０１Ｄ、３０１Ｅ、３０１Ｈ、３０１Ｙ
、３０２Ｉ、３０３Ｄ、３０３Ｅ、３０３Ｙ、３０４Ｄ、３０４Ｈ、３０４Ｌ、３０４Ｎ
、３０４Ｔ、３０５Ｅ、３０５Ｔ、３０５Ｙ、３１３Ｆ、３１７Ｅ、３１７Ｑ、３１８Ｈ
、３１８Ｌ、３１８Ｑ、３１８Ｒ、３１８Ｙ、３２０Ｄ、３２０Ｆ、３２０Ｇ、３２０Ｈ
、３２０Ｉ、３２０Ｌ、３２０Ｎ、３２０Ｐ、３２０Ｓ、３２０Ｔ、３２０Ｖ、３２０Ｗ
、３２０Ｙ、３２２Ｄ、３２２Ｆ、３２２Ｇ、３２２Ｈ、３２２Ｉ、３２２Ｐ、３２２Ｓ
、３２２Ｔ、３２２Ｖ、３２２Ｗ、３２２Ｙ、３２３Ｉ、３２４Ｄ、３２４Ｆ、３２４Ｇ
、３２４Ｈ、３２４Ｉ、３２４Ｌ、３２４Ｍ、３２４Ｐ、３２４Ｒ、３２４Ｔ、３２４Ｖ
、３２４Ｗ、３２４Ｙ、３２５Ａ、３２５Ｄ、３２５Ｅ、３２５Ｆ、３２５Ｇ、３２５Ｈ
、３２５Ｉ、３２５Ｋ、３２５Ｌ、３２５Ｍ、３２５Ｐ、３２５Ｑ、３２５Ｒ、３２５Ｓ
、３２５Ｔ、３２５Ｖ、３２５Ｗ、３２５Ｙ、３２６Ｅ、３２６Ｉ、３２６Ｌ、３２６Ｐ
、３２６Ｔ、３２７Ｄ、３２７Ｅ、３２７Ｆ、３２７Ｈ、３２７Ｉ、３２７Ｋ、３２７Ｌ
、３２７Ｍ、３２７Ｎ、３２７Ｐ、３２７Ｒ、３２７Ｓ、３２７Ｔ、３２７Ｖ、３２７Ｗ
、３２７Ｙ、３２８Ａ、３２８Ｄ、３２８Ｅ、３２８Ｆ、３２８Ｇ、３２８Ｈ、３２８Ｉ
、３２８Ｋ、３２８Ｍ、３２８Ｎ、３２８Ｐ、３２８Ｑ、３２８Ｒ、３２８Ｓ、３２８Ｔ
、３２８Ｖ、３２８Ｗ、３２８Ｙ、３２９Ｄ、３２９Ｅ、３２９Ｆ、３２９Ｇ、３２９Ｈ
、３２９Ｉ、３２９Ｋ、３２９Ｌ、３２９Ｍ、３２９Ｎ、３２９Ｑ、３２９Ｒ、３２９Ｓ
、３２９Ｔ、３２９Ｖ、３２９Ｗ、３２９Ｙ、３３０Ｅ、３３０Ｆ、３３０Ｇ、３３０Ｈ
、３３０Ｉ、３３０Ｌ、３３０Ｍ、３３０Ｎ、３３０Ｐ、３３０Ｒ、３３０Ｓ、３３０Ｔ
、３３０Ｖ、３３０Ｗ、３３０Ｙ、３３１Ｄ、３３１Ｆ、３３１Ｈ、３３１Ｉ、３３１Ｌ



(29) JP 5944831 B2 2016.7.5

10

20

30

40

50

、３３１Ｍ、３３１Ｑ、３３１Ｒ、３３１Ｔ、３３１Ｖ、３３１Ｗ、３３１Ｙ、３３３Ａ
、３３３Ｆ、３３３Ｈ、３３３Ｉ、３３３Ｌ、３３３Ｍ、３３３Ｐ、３３３Ｔ、３３３Ｙ
、３３４Ａ、３３４Ｆ、３３４Ｉ、３３４Ｌ、３３４Ｐ、３３４Ｔ、３３５Ｄ、３３５Ｆ
、３３５Ｇ、３３５Ｈ、３３５Ｉ、３３５Ｌ、３３５Ｍ、３３５Ｎ、３３５Ｐ、３３５Ｒ
、３３５Ｓ、３３５Ｖ、３３５Ｗ、３３５Ｙ、３３６Ｅ、３３６Ｋ、３３６Ｙ、３３７Ｅ
、３３７Ｈ、及び３３７Ｎからなる群から選択されるアミノ酸変異を備え得る。それらの
番号付け方法は、ＥＵインデックスに基づく。
【０１２０】
　さらに、本発明の抗体は、発明の名称が「Ｆｃ領域の外側におけるイムノグロブリン変
異体」の２００５年３月２４日に出願された米国特許7276585号に記載されたようにＦｃ
領域の外側にアミノ酸変異をさらに備え得る。そのアミノ酸変異は、重鎖定常領域の１１
８、１１９、１２０、１２１、１２２、１２４、１２６、１２９、１３１、１３２、１３
３、１３５、１３６、１３７、１３８、１３９、１４７、１４８、１５０、１５１、１５
２、１５３、１５５、１５７、１５９、１６０、１６１、１６２、１６３、１６４、１６
５、１６６、１６７、１６８、１６９、１７１、１７２、１７３、１７４、１７５、１７
６、１７７、１７８、１７９、１８０、１８３、１８７、１８８、１８９、１９０、１９
１、１９２、１９３、１９４、１９５、１９６、１９７、１９８、１９９、２０１、２０
３、２０５、２０６、２０７、２０８、２０９、２１０、２１１、２１２、２１３、２１
４、２１６、２１７、２１８、２１９、２２１、２２２、２２３、２２４、２２５、２２
６、２２７、２２８、２２９、２３０、２３１、２３２、２３３、２３４、２３５及び２
３６の位置のアミノ酸変異を含む、及び／又は軽鎖定常領域の１０８、１０９、１１０、
１１１、１１２、１１４、１１６、１２１、１２２、１２３、１２４、１２５、１２６、
１２７、１２８、１２９、１３１、１３７、１３８、１４０、１４１、１４２、１４３、
１４５、１４７、１４９、１５０、１５１、１５２、１５３、１５４、１５５、１５６、
１５７、１５９、１６０、１６１、１６２、１６３、１６４、１６５、１６６、１６７、
１６８、１６９、１７０、１７１、１７２、１７３、１７４、１７６、１８０、１８１、
１８２、１８３、１８４、１８５、１８７、１８８、１８９、１９０、１９１、１９３、
１９５、１９７、１９９、２００、２０２、２０３、２０４、２０５、２０６、２０７、
２０８、２１０、２１１、２１２及び２１３の位置のアミノ酸変異を含む。
【０１２１】
　これらの変異は、抗体のＦｃγＲ結合特性、エフェクター機能及び潜在的臨床特性の更
なる変更を許容し得る。特に、１つ又はそれ以上のヒトＦｃ受容体への結合を変更する変
異体は、本明細書に記載されるような重鎖定常領域における１１８Ｋ、１１８Ｅ、１１８
Ｙ、１１９Ｒ、１１９Ｅ、１１９Ｙ、１２０Ｒ、１２０Ｅ、１２０Ｉ、１２１Ｅ、１２１
Ｙ、１２１Ｈ、１２２Ｅ、１２２Ｒ、１２４Ｋ、１２４Ｅ、１２４Ｙ、１２６Ｋ、１２６
Ｄ、１２９Ｌ、１２９Ｄ、１３１Ｇ、１３１Ｔ、１３２Ｄ、１３２Ｒ、１３２Ｌ、１３３
Ｒ、１３３Ｅ、１３３Ｌ、１３５Ｉ、１３５Ｅ、１３５Ｋ、１３６Ｅ、１３６Ｋ、１３６
Ｉ、１３７Ｅ、１３８Ｓ、１３８Ｒ、１３８Ｄ、１３９Ｉ、１３９Ｅ、１３９Ｋ、１４７
Ａ、１４７Ｅ、１４８Ｙ、１４８Ｋ、１５０Ｌ、１５０Ｋ、１５０Ｅ、１５１Ａ、１５１
Ｄ、１５２Ｌ、１５２Ｋ、１５３Ｌ、１５３Ｄ、１５５Ｅ、１５５Ｋ、１５５Ｉ、１５７
Ｅ、１５７Ｋ、１５７Ｙ、１５９Ｋ、１５９Ｄ、１５９Ｌ、１６０Ｋ、１６０Ｅ、１６０
Ｙ、１６１Ｄ、１６２Ｄ、１６２Ｋ、１６２Ｙ、１６３Ｒ、１６４Ｒ、１６４Ｅ、１６４
Ｙ、１６５Ｄ、１６５Ｒ、１６５Ｙ、１６６Ｄ、１６７Ａ、１６８Ｌ、１６９Ｅ、１７１
Ｇ、１７１Ｈ、１７２Ｋ、１７２Ｌ、１７２Ｅ、１７３Ｔ、１７３Ｄ、１７４Ｅ、１７４
Ｋ、１７４Ｙ、１７５Ｄ、１７５Ｌ、１７６Ｄ、１７６Ｒ、１７６Ｌ、１７７Ｒ、１７７
Ｅ、１７７Ｙ、１７８Ｄ、１７９Ｋ、１７９Ｙ、１７９Ｅ、１８０Ｋ、１８０Ｌ、１８０
Ｅ、１８３Ｔ、１８７Ｉ、１８７Ｋ、１８７Ｅ、１８８Ｉ、１８９Ｄ、１８９Ｇ、１９０
Ｉ、１９０Ｋ、１９０Ｅ、１９１Ｄ、１９１Ｒ、１９１Ｙ、１９２Ｎ、１９２Ｒ、１９２
Ｌ、１９３Ｆ、１９３Ｅ、１９４Ｒ、１９４Ｄ、１９５Ｒ、１９５Ｄ、１９５Ｙ、１９６
Ｋ、１９６Ｄ、１９６Ｌ、１９７Ｒ、１９７Ｅ、１９７Ｙ、１９８Ｌ、１９９Ｔ、１９９
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Ｄ、１９９Ｋ、２０１Ｅ、２０１Ｋ、２０１Ｌ、２０３Ｄ、２０３Ｌ、２０３Ｋ、２０５
Ｄ、２０５Ｌ、２０６Ａ、２０６Ｅ、２０７Ｋ、２０７Ｄ、２０８Ｒ、２０８Ｅ、２０８
Ｙ、２０９Ｅ、２０９Ｋ、２０９Ｙ、２１０Ｌ、２１０Ｅ、２１０Ｙ、２１１Ｒ、２１１
Ｅ、２１１Ｙ、２１２Ｑ、２１２Ｋ、２１２Ｈ、２１２Ｌ、２１２Ｙ、２１３Ｎ、２１３
Ｅ、２１３Ｈ、２１３Ｌ、２１３Ｙ、２１４Ｎ、２１４Ｅ、２１４Ｈ、２１４Ｌ、２１４
Ｙ、２１６Ｎ、２１６Ｋ、２１６Ｈ、２１６Ｌ、２１６Ｙ、２１７Ｄ、２１７Ｈ、２１７
Ａ、２１７Ｖ、２１７Ｇ、２１８Ｄ、２１８Ｅ、２１８Ｑ、２１８Ｔ、２１８Ｈ、２１８
Ｌ、２１８Ｙ、２１９Ｄ、２１９Ｅ、２１９Ｑ、２１９Ｋ、２１９Ｔ、２１９Ｈ、２１９
Ｌ、２１９Ｉ、２１９Ｙ、２０５Ａ、２１０Ａ、２１３Ａ、２１４Ａ、２１８Ａ、２２１
Ｋ、２２１Ｙ、２２１Ｅ、２２１Ｎ、２２１Ｑ、２２１Ｒ、２２１Ｓ、２２１Ｔ、２２１
Ｈ、２２１Ａ、２２１Ｖ、２２１Ｌ、２２１Ｉ、２２１Ｆ、２２１Ｍ、２２１Ｗ、２２１
Ｐ、２２１Ｇ、２２２Ｅ、２２２Ｙ、２２２Ｄ、２２２Ｎ、２２２Ｑ、２２２Ｒ、２２２
Ｓ、２２２Ｔ、２２２Ｈ、２２２Ｖ、２２２Ｌ、２２２Ｉ、２２２Ｆ、２２２Ｍ、２２２
Ｗ、２２２Ｐ、２２２Ｇ、２２２Ａ、２２３Ｄ、２２３Ｎ、２２３Ｑ、２２３Ｒ、２２３
Ｓ、２２３Ｈ、２２３Ａ、２２３Ｖ、２２３Ｌ、２２３Ｉ、２２３Ｆ、２２３Ｍ、２２３
Ｙ、２２３Ｗ、２２３Ｐ、２２３Ｇ、２２３Ｅ、２２３Ｋ、２２４Ｄ、２２４Ｎ、２２４
Ｑ、２２４Ｋ、２２４Ｒ、２２４Ｓ、２２４Ｔ、２２４Ｖ、２２４Ｌ、２２４Ｉ、２２４
Ｆ、２２４Ｍ、２２４Ｗ、２２４Ｐ、２２４Ｇ、２２４Ｅ、２２４Ｙ、２２４Ａ、２２５
Ｄ、２２５Ｎ、２２５Ｑ、２２５Ｒ、２２５Ｓ、２２５Ｈ、２２５Ａ、２２５Ｖ、２２５
Ｌ、２２５Ｉ、２２５Ｆ、２２５Ｍ、２２５Ｙ、２２５Ｐ、２２５Ｇ、２２５Ｅ、２２５
Ｋ、２２５Ｗ、２２６Ｓ、２２７Ｅ、２２７Ｋ、２２７Ｙ、２２７Ｇ、２２７Ｄ、２２７
Ｎ、２２７Ｑ、２２７Ｒ、２２７Ｓ、２２７Ｔ、２２７Ｈ、２２７Ａ、２２７Ｖ、２２７
Ｌ、２２７Ｉ、２２７Ｆ、２２７Ｍ、２２７Ｗ、２２８Ｋ、２２８Ｙ、２２８Ｇ、２２８
Ｄ、２２８Ｎ、２２８Ｑ、２２８Ｒ、２２８Ｔ、２２８Ｈ、２２８Ａ、２２８Ｖ、２２８
Ｌ、２２８Ｉ、２２８Ｆ、２２８Ｍ、２２８Ｗ、２２９Ｓ、２３０Ａ、２３０Ｅ、２３０
Ｙ、２３０Ｇ、２３０Ｄ、２３０Ｎ、２３０Ｑ、２３０Ｋ、２３０Ｒ、２３０Ｓ、２３０
Ｔ、２３０Ｈ、２３０Ｖ、２３０Ｌ、２３０Ｉ、２３０Ｆ、２３０Ｍ、２３０Ｗ、２３１
Ｋ、２３１Ｐ、２３１Ｄ、２３１Ｎ、２３１Ｑ、２３１Ｒ、２３１Ｓ、２３１Ｔ、２３１
Ｈ、２３１Ｖ、２３１Ｌ、２３１Ｉ、２３１Ｆ、２３１Ｍ、２３１Ｗ、２３２Ｅ、２３２
Ｋ、２３２Ｙ、２３２Ｇ、２３２Ｄ、２３２Ｎ、２３２Ｑ、２３２Ｒ、２３２Ｓ、２３２
Ｔ、２３２Ｈ、２３２Ａ、２３２Ｖ、２３２Ｌ、２３２Ｉ、２３２Ｆ、２３２Ｍ、２３２
Ｗ、２３３Ｄ、２３３Ｎ、２３３Ｑ、２３３Ｒ、２３３Ｓ、２３３Ｔ、２３３Ｈ、２３３
Ａ、２３３Ｖ、２３３Ｌ、２３３Ｉ、２３３Ｆ、２３３Ｍ、２３３Ｙ、２３３Ｗ、２３３
Ｇ、２３４Ｄ、２３４Ｅ、２３４Ｎ、２３４Ｑ、２３４Ｔ、２３４Ｈ、２３４Ｙ、２３４
Ｉ、２３４Ｖ、２３４Ｆ、２３４Ｋ、２３４Ｒ、２３４Ｓ、２３４Ａ、２３４Ｍ、２３４
Ｇ、２３５Ｄ、２３５Ｓ、２３５Ｎ、２３５Ｑ、２３５Ｔ、２３５Ｈ、２３５Ｙ、２３５
Ｉ、２３５Ｖ、２３５Ｆ、２３５Ｅ、２３５Ｋ、２３５Ｒ、２３５Ａ、２３５Ｍ、２３５
Ｗ、２３５Ｐ、２３５Ｇ、２３６Ｄ、２３６Ｅ、２３６Ｎ、２３６Ｑ、２３６Ｋ、２３６
Ｒ、２３６Ｓ、２３６Ｔ、２３６Ｈ、２３６Ａ、２３６Ｖ、２３６Ｌ、２３６Ｉ、２３６
Ｆ、２３６Ｍ、２３６Ｙ、２３６Ｗ及び２３６Ｐからなる群から選択されるアミノ酸変異
を備え得る。これらの番号付け方法はＥＵインデックスに基づく。
【０１２２】
　特に、１つ又はそれ以上のヒトＦｃ受容体への結合を変更する変異体は、本明細書に記
載されるような軽鎖定常領域における１０８Ｄ、１０８Ｉ、１０８Ｑ、１０９Ｄ、１０９
Ｐ、１０９Ｒ、１１０Ｅ、１１０Ｉ、１１０Ｋ、１１１Ｅ、１１１Ｋ、１１１Ｌ、１１２
Ｅ、１１２Ｒ、１１２Ｙ、１１４Ｄ、１１４Ｉ、１１４Ｋ、１１６Ｔ、１２１Ｄ、１２２
Ｒ、１２２Ｓ、１２２Ｙ、１２３Ｌ、１２３Ｒ、１２４Ｅ、１２５Ｅ、１２５Ｋ、１２６
Ｄ、１２６Ｌ、１２６Ｑ、１２７Ａ、１２７Ｄ、１２７Ｋ、１２８Ｎ、１２９Ｅ、１２９
Ｉ、１２９Ｋ、１３１Ｔ、１３７Ｋ、１３７Ｓ、１３８Ｄ、１３８Ｋ、１３８Ｌ、１４０
Ｅ、１４０Ｈ、１４０Ｋ、１４１Ｅ、１４１Ｋ、１４２Ｄ、１４２Ｇ、１４２Ｌ、１４３
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Ａ、１４３Ｌ、１４３Ｒ、１４５Ｄ、１４５Ｔ、１４５Ｙ、１４７Ａ、１４７Ｅ、１４７
Ｋ、１４９Ｄ、１４９Ｙ、１５０Ａ、１５１Ｉ、１５１Ｋ、１５２Ｌ、１５２Ｒ、１５２
Ｓ、１５３Ｄ、１５３Ｈ、１５３Ｓ、１５４Ｅ、１５４Ｒ、１５４Ｖ、１５５Ｅ、１５５
Ｉ、１５５Ｋ、１５６Ａ、１５６Ｄ、１５６Ｒ、１５７Ｎ、１５８Ｄ、１５８Ｌ、１５８
Ｒ、１５９Ｅ、１５９Ｋ、１５９Ｌ、１６０Ｋ、１６０Ｖ、１６１Ｋ、１６１Ｌ、１６２
Ｔ、１６３Ｅ、１６３Ｋ、１６３Ｔ、１６４Ｑ、１６５Ｋ、１６５Ｐ、１６５Ｙ、１６６
Ｅ、１６６Ｍ、１６６Ｓ、１６７Ｋ、１６７Ｌ、１６８Ｋ、１６８Ｑ、１６８Ｙ、１６９
Ｄ、１６９Ｈ、１６９Ｓ、１７０Ｉ、１７０Ｎ、１７０Ｒ、１７１Ａ、１７１Ｎ、１７１
Ｖ、１７２Ｅ、１７２Ｉ、１７２Ｋ、１７３Ｋ、１７３Ｌ、１７３Ｑ、１７４Ａ、１７６
Ｔ、１８０Ｅ、１８０Ｋ、１８０Ｓ、１８１Ｋ、１８２Ｅ、１８２Ｒ、１８２Ｔ、１８３
Ｄ、１８３Ｌ、１８３Ｐ、１８４Ｅ、１８４Ｋ、１８４Ｙ、１８５Ｉ、１８５Ｑ、１８５
Ｒ、１８７Ｋ、１８７Ｙ、１８８Ｅ、１８８Ｓ、１８８Ｙ、１８９Ｄ、１８９Ｋ、１８９
Ｙ、１９０Ｅ、１９０Ｌ、１９０Ｒ、１９１Ｅ、１９１Ｒ、１９１Ｓ、１９３Ｅ、１９３
Ｋ、１９３Ｓ、１９５Ｉ、１９５Ｋ、１９５Ｑ、１９７Ｅ、１９７Ｋ、１９７Ｌ、１９９
Ｅ、１９９Ｋ、１９９Ｙ、２００Ｓ、２０２Ｄ、２０２Ｒ、２０２Ｙ、２０３Ｄ、２０３
Ｌ、２０３Ｒ、２０４Ｔ、２０５Ｅ、２０５Ｋ、２０６Ｅ、２０６Ｉ、２０６Ｋ、２０７
Ａ、２０７Ｅ、２０７Ｌ、２０８Ｅ、２０８Ｋ、２０８Ｔ、２１０Ａ、２１０Ｅ、２１０
Ｋ、２１１Ａ、２１１Ｅ、２１１Ｐ、２１２Ｅ、２１２Ｋ、２１２Ｔ、２１３Ｌ及び２１
３Ｒからなる群から選択されるアミノ酸変異を備え得る。これらの番号付け方法は、ＥＵ
インデックスに基づく。
【０１２３】
　本発明において用いられ得る更なる置換は、Ｆｃ受容体に対する親和性、ＦｃγＲ媒介
エフェクター機能、及び／又は補体媒介エフェクター機能を変更する他の置換を含み、そ
れは、以下のものに限られないが、２９８Ａ、２９８Ｔ、３２６Ａ、３２６Ｄ、３２６Ｅ
、３２６Ｗ、３２６Ｙ、３３３Ａ、３３３Ｓ、３３４Ｌ及び３３４Ａ（US 6,737,056; Sh
ields等.Journal of BiologicalChemistry, 2001 , 276(9):6591-6604; US 6,528,624; l
dusogie等.2001 , J. Immunology 166:2571-2572）、２４７Ｌ、２５５Ｌ、２７０Ｅ、３
９２Ｔ、３９６Ｌ及び４２１Ｋ (USSN 10/754,922; USSN 10/902,588)、並びに２８０Ｈ
、２８０Ｑ及び２８０Ｙ　(USSN 10/370,749)を含む。
【０１２４】
　他の実施形態において、本発明の抗体は、ＦｃＲｎ結合を変更する定常重鎖変異体を備
え得る。それらは、ｐＨ特異的にＦｃＲｎへの親和性を変更する変異を含む。特に、Ｆｃ
Ｒｎに結合するＦｃを増大する変異体は、以下のものに限られないが、２５０Ｅ、２５０
Ｑ、４２８Ｌ、４２８Ｆ、２５０Ｑ／４２８Ｌ（Hinton等.2004, J. Biol. Chem. 279(8)
:6213-6216, Hinton等. 2006 Journal of Immunology 176:346- 356,USSN 11/102621 , P
CT/US2003/033037, PCT/US2004/01 1213, USSN10/822300, USSN 10/687118, PCT/US2004/
034440, USSN 10/966673）、２５６Ａ、２７２Ａ、２８６Ａ、３０５Ａ、３０７Ａ、３１
１Ａ、３１２Ａ、３７６Ａ、３７８Ｑ、３８０Ａ、３８２Ａ、４３４Ａ（Shields等, Jou
rnal of BiologicalChemistry, 2001 , 276(9):6591-6604, USSN 10/982470, US6737056,
 USSN 11/429793,USSN 11/429786, PCT/US2005/029511 , USSN 11/208422）、２５２Ｆ、
２５２Ｔ、２５２Ｙ、２５２Ｗ、２５４Ｔ、２５６Ｓ、２５６Ｒ、２５６Ｑ、２５６Ｅ、
２５６Ｄ、２５６Ｔ、３０９Ｐ、３１１Ｓ、４３３Ｒ、４３３Ｓ、４３３１、４３３Ｐ、
４３３Ｑ、４３４Ｈ、４３４Ｆ、４３４Ｙ、２５２Ｙ／２５４Ｔ／２５６Ｅ、４３３Ｋ／
４３４Ｆ／４３６Ｈ、３０８Ｔ／３０９Ｐ／３１１Ｓ（Dall Acqua等. Journal of Immun
ology, 2002,169:5171-5180, US7083784, PCT/US97/03321, US6821505, PCT/US01/48432,
 USSN11/397328）、２５７Ｃ、２５７Ｍ、２５７Ｌ、２５７Ｎ、２５７Ｙ、２７９Ｅ、２
７９Ｑ、２７９Ｙ、２８１の後にセリンが挿入、２８３Ｆ、２８４Ｅ、３０６Ｙ、３０７
Ｖ、３０８Ｆ、３０８Ｙ　３１１Ｖ、３８５Ｈ、３８５Ｎ、（PCT/US2005/041220, USSN 
11/274065, USSN11/436,266) 、２０４Ｄ、２８４Ｅ、２８５Ｅ、２８６Ｄ及び２９０Ｅ 
(本明細書に参照として援用されるPCT/US2004/037929)を含む。
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【０１２５】
　本発明のいくつかの実施形態において、抗体は、アイソタイプの変異、すなわち、代替
ＩｇＧのアミノ酸型への親ＩｇＧの変異を含み得る。
【０１２６】
　本発明は、治療に関連する特性の多くに最適な変異抗体を提供する。変異抗体は、親抗
体に対して１つ又はそれ以上のアミノ酸変異を含み、そのアミノ酸変異は、１つ又はそれ
以上の最適化された特性を提供する。従って、本発明の抗体は、変異抗体である。本発明
の抗体は、少なくとも２３９Ｄ及び３３２Ｅの２つのアミノ酸変異によって、その親抗体
のアミノ酸配列とは異なる。さらに、本発明の変異抗体は、親抗体と比較して、前記の２
つのアミノ酸変異よりも多くのアミノ酸変異、例えば、親抗体と比較して約３～５０個の
アミノ酸変異、また、約３～１０個のアミノ酸変異又は約３～５個のアミノ酸変異を含み
得る。従って、変異抗体の配列と親抗体の配列とは、実質的に相同性を有する。例えば、
本明細書における変異抗体の配列は、親抗体の配列と約９０％の相同性を有し、また、少
なくとも約９５％の相同性を有し得る。
【０１２７】
　本発明の抗体は、親抗体と比較して最適化されたエフェクター機能特性を提供するアミ
ノ酸変異を含み得る。置換、及び最適化されたエフェクター機能特性は、米国特許出願20
04-0132101,  PCT出願 US03/30249, 及び米国特許 7,317,091 10/822,231に記載されてい
る。最適化された特性は、以下のものに限られないが、増強又は低減されたＦｃγＲに対
する親和性を含む。一実施形態において、本発明の抗体は、ヒト活性化ＦｃγＲ、例えば
ＦｃγＲI、ＦｃγＲIIａ、ＦｃγＲIIｃ、ＦｃγＲIIIａ及びＦｃγＲIIIｂに対する増
強された親和性を有するように最適化されている。一実施形態において、本発明の抗体は
、ヒトＦｃγＲIIIａに対する増強された親和性を有するように最適化されている。代替
の実施形態において、その抗体は、ヒト阻害性受容体ＦｃγＲIIｂに対する低減された親
和性を有するように最適化されている。これらの実施形態は、ヒトにおける増強された治
療特性、例えば増強されたエフェクター機能及びより強い抗癌効力を有する抗体を提供す
ることが期待される。
【０１２８】
　他の実施形態において、本発明の抗体は、１つ又はそれ以上のＦｃγＲｓに対する増強
された親和性、反対に１つ又はそれ以上の他のＦｃγＲｓに対する低減された親和性を提
供する。例えば、本発明の抗体は、ＦｃγＲIIIａとの結合を増強し、反対にＦｃγＲII
ｂとの結合を低減し得る。また、本発明の抗体は、ＦｃγＲIIａ及びＦｃγＲIとの結合
を増強し、反対にＦｃγＲIIｂとの結合を低減し得る。
【０１２９】
　本発明の変異は、１つ又はそれ以上のＦｃγＲｓに対する結合親和性を増強し得る。本
明細書において用いられる親イムノグロブリンに対して「より強い親和性」、「改良され
た親和性」「増強された親和性」又は「より良い親和性」とは、結合アッセイにおける変
異体及び親ポリペプチドの量が実質的に同一である場合に、親ポリペプチドに対して顕著
に高い平衡定数の結合（Ｋａ）又は顕著に低い平衡定数の解離（Ｋｄ）でＦｃ変異体がＦ
ｃ受容体に結合することを意味する。例えば、改良されたＦｃγＲ結合親和性を有するＦ
ｃ変異体は、親ポリペプチドと比較して、Ｆｃ受容体結合親和性が約５倍～約１０００倍
、例えば約５００倍の向上を示し得る。このとき、Ｆｃ受容体結合親和性は本技術分野に
おいて周知の方法により測定される。従って、本明細書において用いられる親Ｆｃポリペ
プチドと比較して「低減された親和性」とは、親ポリペプチドよりも顕著に低いＫａ又は
顕著に高いＫｄでＦｃ変異体がＦｃ受容体に結合することを意味する。
【０１３０】
　実施形態では、ヒトＦｃγＲに結合するＦｃの最適化を含むが、代替の実施形態におい
て、本発明の抗体は、齧歯動物及びヒト以外の霊長類等の非ヒトの生物由来のＦｃγＲｓ
に対する増強された親和性又は低減された親和性を有する。非ヒトＦｃγＲへの結合が最
適化された抗体は、実験に用いられ得る。例えば、マウスモデルは、種々の病気に適応で
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き、所定の薬剤候補の有効性、毒性及び薬物動態等の特性の試験を可能とする。本技術分
野において周知なように、癌細胞は、ヒトの癌を模擬するためにマウスに移植又は注入さ
れ得る。これは、異種移植と呼ばれる。１つ又はそれ以上のマウスＦｃγＲｓに対して最
適化された抗体を備えた抗体の試験は、タンパク質の有効性及びその作用メカニズム等に
関する重要な情報を提供し得る。本発明の抗体は、非グリコシル化型の増強された機能性
及び／又は溶液物性が最適化され得る。一実施形態において、本発明の非グリコシル化抗
体は、親抗体の非グリコシル化型よりも強い親和性でＦｃリガンドに結合する。Ｆｃリガ
ンドは、以下のものに限られないが、ＦｃγＲｓ、Ｃ１ｑ、ＦｃＲｎ並びにプロテインＡ
及びＧを含み、ヒト、マウス、ラット、ウサギ又はサル等を含む生物由来であってもよい
。代替の実施形態において、抗体は、親抗体の非グリコシル化型よりも安定且つ／又は可
溶性となるように最適化されている。
【０１３１】
　本発明の抗体は、以下のものに限られないが、補体タンパク質、ＦｃＲｎ及びＦｃ受容
体ホモログ（ＦｃＲＨｓ）を含むＦｃγＲｓ以外のＦｃリガンドとの相互作用を調整する
変異を含み得る。ＦｃＲＨは、以下のものに限られないが、ＦｃＲＨ１、ＦｃＲＨ２、Ｆ
ｃＲＨ３、ＦｃＲＨ４、ＦｃＲＨ５及びＦｃＲＨ６を含む（Davis等, 2002, Immunol.Rev
iews 190:123-136）。
【０１３２】
　本発明の抗体は、エフェクター機能自体には特に関連しない最適化された特性を提供す
る１つ又はそれ以上の変異を備え得る。その変異は、酵素的又は化学的になされたアミノ
酸変異であってもよい。そのような変異は、例えば、その安定性、可溶性、機能又は臨床
的用途の向上といった抗体の改良を提供するだろう。本発明では、更なる変異を本発明の
抗体に付加することにより、形成される種々の改善が期待される。
【０１３３】
　一実施形態において、本発明の抗体の可変領域は、十分な親和性を有し、すなわち、ア
ミノ酸変異は、その標的抗原に対する抗体の結合を増強するために、抗体のＶＨ及び／又
はＶＬドメインに形成される。そのような変異の型は、標的抗原に対する結合のための結
合及び／又は解離動態を改善し得る。他の変異は、標的抗原と代替抗原との選択性を改善
する変異を含む。それらは、標的細胞と非標的細胞とのそれぞれに発現された抗原に対す
る選択性を改善する変異を含む。標的認識特性の他の改善は、更なる変異により提供され
得る。そのような特性は、以下のものに限られないが、特定の動態特性（すなわち、結合
及び解離特性）、特定の標的と代替の標的との選択性、及び特定の標的型と代替の型との
選択性を含み得る。例としては、全長とスプライス変異体、細胞表面と可溶型、種々の多
型変異体の選択性、又は標的抗原の特定の配座型の選択性を含む。
【０１３４】
　本発明の抗体は、抗体の低減又は増強された内部移行を提供する１つ又はそれ以上の変
異を提供し得る。一実施形態において、本発明の抗体は、１つ又はそれ以上のＦｃリガン
ドとの相互作用を介して起こる抗体の細胞内移行を低減するために更なる変異を用いられ
得る又は組み合わせられ得る。この特性は、本発明の抗体のエフェクター機能を増強し、
免疫原性を潜在的に低減することが期待され得る。また、本発明の抗体は、１つ又はそれ
以上のＦｃリガンドとの相互作用を介して起こる抗体の細胞内移行を増強するために、更
なる変異が直接に用いられ得る又は組み合わせられ得る。
【０１３５】
　一実施形態において、変異は、以下のものに限られないが、安定性、可溶性及びオリゴ
マー状態を含む本発明の抗体の生物物理学的特性を改善するために行われる。変異は、例
えば、より強い安定性を提供する等のために抗体のより好ましい分子内相互作用を提供す
る置換、又はより高い可溶性のために極性アミノ酸を用いた露出された非極性アミノ酸の
置換を含み得る。多くの最適化の目的及び方法は、米国特許出願2004-0110226に記載され
、それは、本発明の抗体をさらに最適化するための更なる変異を設計するために用いられ
得る。本発明の抗体は、腫瘍への侵入が増強される、又はインビボにおける除去率が所望
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の通り増加するように、オリゴマーの状態又はサイズを低減する更なる変異が組み合わせ
られ得る。
【０１３６】
　本発明の抗体における他の変異は、特定の構造、又はホモ二量体若しくはホモ多量体分
子を可能とする変異を含む。そのような変異は、以下のものに限られないが、共有結合性
のホモ二量体又はホモ多量体を生成するためのメカニズムを提供し得る設計されたジスル
フィド、及び化学的変異又は集合法を含む。例えば、そのような分子の設計方法及び組成
は、Kan等. 2001 , J. Immunol.2001 , 166: 1320-1326; Stevenson等., 2002, RecentRe
sults Cancer Res. 159 104-12; US 5,681 ,566; Caron等.,1992, J. Exp. Med. 176:119
1-1195, 及びShopes, 1992, J. Immunol. 148(9):2918-22に記載されている。本発明の変
異体における更なる変異は、特定の構造、又はヘテロ二量体、ヘテロ多量体、二機能性及
び／若しくは多機能性分子を可能とする変異を含む。そのような変異は、以下のものに限
られないが、ＣＨ３ドメインにおける１つ又はそれ以上のアミノ酸置換を含み、その置換
は、ホモ二量体の構造を低減し、ヘテロ二量体構造を増大する。例えば、そのような分子
の設計方法及び組成は、Atwell等. 1997, J. Mol. Biol. 270(l):26-35, 及びCarter等.2
001 , J. Immunol. Methods248:7-15に記載され、それぞれ本明細書に参照として援用さ
れる。更なる変異は、ヒンジ及びＣＨ３ドメインに変異を含み、その変異は、二量体を形
成するための性質を低減する。
【０１３７】
　更なる実施形態において、本発明の抗体は、タンパク質分解性の分解部位を除去する変
異を備えている。それらは、例えば、生成収率を低減するプロテアーゼ部位、及びインビ
ボにおいて投与されたタンパク質を分解するプロテアーゼ部位を含み得る。一実施形態に
おいて、更なる変異は、アミド分解（すなわち、グルタミル及びアスパルチル残基に対応
するグルタミニル及びアスパラギニル残基のアミド分解）、酸化及びタンパク質分解性の
分解部位等の共有結合の分解部位を除去する。除去することが特に有利なアミド分解部位
は、アミド分解の性質を増強させる部位であり、以下のものに限られないが、後にグリシ
ンが続くアスパラギニル及びグルタミル残基（それぞれＮＧ及びＱＧモチーフ）を含む。
そのような場合において、どちらかの残基の置換は、アミド分解の性質を顕著に低減する
。一般的な酸化部位は、メチオニン及びシステイン残基を含む。導入又は除去のいずれか
を用い得る他の共有結合性修飾は、プロリン及びリジンのヒドロキシル化、セリル又はス
レオニル残基の水酸基のリン酸化、リジン、アルギニン及びヒスチジン側鎖のアミノ基の
メチル化（T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H.Fre
eman & Co., San Francisco, pp. 79-86 (1983)）、Ｎ末端アミンのアセチル化、及びＣ
末端カルボキシル基のアミド化を含む。また、更なる変異は、以下のものに限られないが
、Ｎ結合型又はＯ結合型グリコシル化及びリン酸化等の翻訳後の変異を含み得る。
【０１３８】
　変異は、生物学的な生成のために一般に用いられるホスト又はホスト細胞からの発現及
び／又は生成収率を改良する変異を含み得る。それらは、以下のものに限られないが、種
々の細胞株（例えばＣＨＯ）、酵母細胞株、バクテリア細胞株及び植物を含む。更なる変
異は、鎖間ジスルフィド結合を形成するために、重鎖の能力を除去又は低減する変異を含
む。更なる変異は、鎖内ジスルフィド結合を形成するために、重鎖の能力を除去又は低減
する変異を含む。
【０１３９】
　本発明の抗体は、例えば、Cropp及びShultz,2004, Trends Genet. 20(12):625-30, And
erson 等. 2004,Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101 (2):7566-71, Zhang等.2003, 303(
5656):371-3, 並びにChin等.2003, Science 301(5635):964-7、に記載された方法等を含
むシュルツ等により開発された技術を用いて作られた非天然のアミノ酸の使用を含む変異
を備え得る。いくつかの実施形態において、それらの変異は、上記の種々の機能的、生物
物理学的、免疫学的又は製造特性の操作を可能とする。更なる実施形態において、これら
の変異は、他の目的のための付加的な化学的修飾を可能とする。他の変異は、本明細書に
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おいて考えられる。例えば、抗体は、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、ポリプロピレ
ングリコール、ポリオキシアルキレン、又はポリエチレングリコール及びポリプロピレン
グリコールの共重合体等の種々の非タンパク質性のポリマーの１つに結合され得る。更な
るアミノ酸変異は、抗体の特異的又は非特異的な化学的な又は翻訳後の修飾を可能とされ
得る。そのような変異は、以下のものに限られないが、ＰＥＧ化及びグリコシル化を含む
。ＰＥＧ化を可能とするために用いられ得る特定の置換は、以下のものに限られないが、
効率的かつ特異的な結合化学がＰＥＧ又は他のポリマー部分を付加するために用いられ得
るような、新規のシステイン残基又は非天然アミノ酸の導入を含む。特定のグリコシル化
部位の導入は、本発明の抗体の中に新規のＮ－Ｘ-Ｔ／Ｓ配列を導入することにより達成
され得る。
【０１４０】
　抗体の共有結合性修飾は、本発明の範囲内に含まれ、一般的であるが、常にではなく、
翻訳後に行われる。例えば、抗体の共有結合性修飾のいくつかの型は、選択された側鎖、
Ｎ末端又はＣ末端の残基と反応できる有機誘導体化剤と抗体の特定のアミノ酸残基とを反
応することによって、分子の中に導入される。
【０１４１】
　いくつかの実施形態において、本発明の抗体の共有結合性修飾は、１つ又はそれ以上の
ラベルの付加を備えている。「標識された基」の用語は、検出可能なラベルである。いく
つかの実施形態において、標識化された基は、潜在的な立体障害を低減するために種々の
長さのスペーサーアームを介して抗体に結合されている。タンパク質の標識化のための種
々の方法は、本技術分野において周知であり、本発明の実施において用いられ得る。一般
に、ラベルは試験に基づいて種々のクラスに分類される。それらは、試験で検出されるも
のであり、ａ）放射性又は重同位体である同位体ラベル、ｂ）磁気ラベル（例えば磁気粒
子）、ｃ）レドックス活性成分、ｄ）光学色素、酵素群（例えば、西洋ワサビペルオキシ
ターゼ、βガラクトシダーゼ、ルシフェリン又はアルカリホスファターゼ）、ｅ）ビオチ
ン化群、及びｆ）二次レポーターにより認識される所定のポリペプチドエピトープ（例え
ば、ロイシンジッパー対配列、二次抗体結合部位、金属結合ドメイン又はエピトープタグ
等）である。いくつかの実施形態において、標識された基は、潜在的な立体障害を低減す
るために種々の長さのスペーサーアームを介して抗体に結合されている。タンパク質を標
識するための種々の方法は、本技術分野において周知であり、本発明の実施において用い
られ得る。特定のラベルは、以下のものに限られないが、クロモフォア、ホスフォア及び
フルオロフォアを含む光学色素を含み、後者は多くの例で特定される。フルオロフォアは
、「低分子」蛍光又はタンパク質性蛍光のいずれかであることができる。「蛍光性ラベル
」とは、その特有の蛍光特性を介して検出され得る分子を意味する。
【０１４２】
　一実施形態において、本発明の抗体は、抗体「融合タンパク質」であり、本明細書では
時々「抗体結合体」という。融合のパートナー又は結合のパートナーは、タンパク質性又
は非タンパク質性であり、後者は一般に、抗体及び結合のパートナーにおける官能基を用
いて生成される。結合及び融合のパートナーは、低分子化合物及びポリペプチドを含む分
子であってもよい。例えば、種々の抗体結合体及び方法は、Trail等. 1999, Curr.Opin. 
Immunol. 11 :584-588に記載されている。可能性がある結合のパートナーは、以下のもの
に限られないが、サイトカイン、細胞毒性薬、毒素、放射性同位体、化学療法剤、抗血管
形成剤、チロシンキナーゼ阻害剤及び他の治療的活性剤を含む。いくつかの実施形態にお
いて、結合のパートナーは、多くがペイロードと考えられ、すなわち、結合体の目的は、
抗体により、例えば癌細胞又は免疫細胞等の標的とされた細胞に結合のパートナーを標的
導入することである。従って、例えば、抗体に対する毒素の結合は、標的抗原を発現する
細胞に毒素を導入することを狙う。当業者により認められるように、実際には、融合体及
び結合体の概念及び定義は、重なっている。融合体又は結合体としての抗体の命名は、本
発明の特定の実施形態でそれを制限することを意味しない。むしろ、これらの用語は、本
発明の抗体が所望の特性を提供するために、遺伝的、化学的又はそれら以外で１つ又はそ
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れ以上のポリペプチド又は分子に結合され得ることの広い概念を伝えるために大まかに用
いられる。
【０１４３】
　適当な結合体は、以下のものに限られないが、以下に記載するようなラベル、薬剤、及
び細胞毒性薬（例えば化学療法剤）、毒素又は毒素等の活性断片等を含む細胞毒性剤を含
む。適当な毒素及びそれらに対応する断片は、ジフテリアＡ鎖、エキソトキシンＡ鎖、リ
シンＡ鎖、アブリンＡ鎖、クルシン、クロチン、フェノマイシン及びエノマイシン等を含
む。細胞毒性剤は、抗体に放射性同位体を結合すること、又は抗体に共有結合的に付加さ
れたキレート化剤に放射性核種を結合することにより形成された放射化学体を含む。更な
る実施形態では、カリチアマイシン、アウンスタチン（aunstatins）、ゲルダナマイシン
、マイタンシン及びデュオカルマイシン並びに類似体を用い、後者のために、米国特許出
願2003/0050331を参照できる。
【０１４４】
　維持実施形態において、本発明の抗体は、サイトカインと融合又は結合されている。本
明細書において用いられる「サイトカイン」とは、一細胞群により放出され、細胞間媒介
物として他の細胞に作用するタンパク質をいう一般的な用語である。例えば、Penichet等
. 2001, JImmunol Methods 248-91-101に記載されているように、サイトカインは、種々
の所望の特性を提供するための抗体に融合され得る。そのようなサイトカインの例は、リ
ンホカイン、モノカイン及び伝統的なポリペプチドホルモンである。ヒト成長ホルモン、
Ｎメチオニルヒト成長ホルモン及びウシ成長ホルモン等の成長ホルモン、チロキシン、イ
ンスリン、プロインスリン、リラキシン、プロリラキシン、濾胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）
、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）及び黄体形成ホルモン（ＬＨ）等のグリコプロテインホ
ルモン、肝細胞増殖因子、線維芽細胞増殖因子、プロラクチン、胎盤性ラクトゲン、腫瘍
壊死因子アルファ及びベータ、ミュラー管抑制因子、マウスゴナドトロピン関連ペプチド
、インヒビン、アクチビン、血管内皮細胞増殖因子、インテグリン、トロンボポエチン（
ＴＰＯ）、ＮＧＦβ等の神経成長因子、血小板成長因子、ＴＧＦアルファ及びベータ等の
トランスフォーミング成長因子、インスリン様成長因子I及びII、エリスロポエチン（Ｅ
ＰＯ）、骨誘導性因子、インターフェロンアルファ、ベータ及びガンマ等のインターフェ
ロン、マクロファージＣＳＦ(Ｍ－ＣＳＦ)、顆粒球マクロファージＣＳＦ（ＧＭ－ＣＳＦ
）及び顆粒球ＣＳＦ（Ｇ－ＣＳＦ）等のコロニー刺激因子（ＣＳＦ）、ＩＬ－１、ＩＬ－
１アルファ、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８
、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５等のインターロイキン（
ＩＬｓ）、ＴＮＦアルファ又はＴＮＦベータ等の腫瘍壊死因子、Ｃ５ａ、並びにＬＩＦ及
びｋｉｔリガンド（ＫＬ）を含む他のポリペプチド因子がサイトカインに含まれる。本明
細書で用いられるように、サイトカインという用語は、天然由来又は細胞培養による組み
換え由来のタンパク質、及び天然の配列のサイトカインの生物活性のある同等物を含む。
【０１４５】
　代替の実施形態において、本発明の抗体は、以下のものに限られないが、断片及び／又
はそれらの変異体を含む、細菌、菌、植物又は動物由来の低分子毒素及び酵素活性毒素を
含む毒素に融合、結合又は操作可能に接続されている。例えば、種々の免疫毒素及び免疫
毒方法は、Thrush等. 1996, Ann. Rev. Immunol.14:49-71に記載されている。低分子毒素
は、以下のものに限られないが、カリチアマイシン、マイタンシン（US52008020）、トリ
コセン及びＣＣ１０６５を含む。本発明の一実施形態において、抗体は、１つ又はそれ以
上のマイタンシン分子に結合される（例えば、１抗体分子中に対して約１～約１０分子の
マイタンシン分子）。マイタンシンは、例えば、Ｍａｙ－ＳＨ３になり、マイタンシン－
抗体結合体を生成するために変異抗体（Chan等. 1992, Cancer Research 52 127-131）と
反応し得るＭａｙ－ＳＳ－Ｍｅに変換され得る。興味深い他の結合体は、１つ又はそれ以
上のカリチアマイシンに結合された抗体を含む。抗生物質のカリチアマイシンファミリー
は、サブピコモル濃度において二本鎖ＤＮＡの切断を可能とする。用いられ得るカリチア
マイシンの構造的類似体は、例えば、Hinman 等. 1 93, Cancer Research 53 3336-3342,
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 Lode 等,1998, Cancer Research 58 2925-2928, US 5,714,586; US 5,712,374, US 5,26
4,586; 及び US 5,773,001に記載されている。アウリスタチンＥ（ＡＥ）及びモノメチル
アウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）等のドラスタチン１０類似体は、本発明の抗体と結合させ
るために用いられ得る（Doronina等. 2003,Nat Biotechnol 21(7):778-84; Francisco 等
. 2003 Blood 102(4): 1458-65）。有益な酵素活性毒素は、以下のものに限られないが、
ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活性断片、（緑膿菌由来の）エキソトキシンＡ
鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシンＡ鎖、アルファサルシン、シナアブラギリタン
パク質、ジアンチンタンパク質、ヨウシュヤマゴボウタンパク質（ＰＡＰI、ＰＡＰII及
びＰＡＰ－Ｓ）、ツルレイシ阻害因子、クルシン、クロチン、サパオナリア・オフィシナ
リス阻害因子、ゲロニン、ミトギリン、レストリクトシン、フェノマイシン、エノマイシ
ン及びトリコテセンを含む。例えば、国際公開93/21232を参照できる。本発明は、さらに
、本発明の抗体と、例えばリボヌクレアーゼ又はデオキシリボヌクレアーゼ（ＤＮａｓｅ
）等のＤＮＡエンドヌクレアーゼといった核酸分解活性を有する化合物との結合体が考え
られる。
【０１４６】
　代替の実施形態において、本発明の抗体は、放射性結合体を形成するために、放射性同
位体に融合、結合又は操作可能に接続され得る。種々の放射性の同位体は、放射性結合体
抗体を生成するために利用される。その例は、以下のものに限られないが、Ａｔ２１１、
Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３
２及びＬｕの放射性同位体を含む。
【０１４７】
　さらに他の実施形態において、本発明の抗体は、腫瘍の前標識に利用するためにストレ
プトアビジン等の「受容体」に結合し得る。その抗体と受容体との結合体は、患者に投与
され、続いて、清澄剤を用いて循環から非結合の結合体が除去され、細胞毒性剤（例えば
放射性ヌクレオチド）に結合された「リガンド」（例えばアビジン）が投与される。代替
の実施形態において、抗体は、抗体誘導性酵素プロドラッグ療法（ＡＤＥＰＴ）を用いる
ために酵素に結合され、又は操作可能に接続される。ＡＤＥＰＴは、プロドラッグ（例え
ば、ペプチジル化学療法剤、本明細書に参照として援用される国際公開81/01145を参照）
を活性化抗癌薬に変換するプロドラッグ活性化酵素に抗体を、結合又は操作可能に接続す
ることにより用いられ得る。例えば、それぞれ本明細書に参照として援用される国際公開
88/07378又は米国特許 4,975,278を参照できる。ＡＤＥＰＴに有益な免疫結合体の酵素組
成物は、それをより活性した細胞毒型に変換するために、そのような方法で、プロドラッ
グに作用可能な酵素を含む。本発明の方法に有益な酵素は、以下のものに限られないが、
リン酸塩を含むプロドラッグを遊離型薬物に変換するのに有益なアルカリホスファターゼ
、硫酸塩を含むプロドラッグを遊離型薬物に変換するのに有益なアリルスルファターゼ、
毒性が無い５－フルオロシトシンを抗癌薬の５－フルオロウラシルに変換するのに有益な
シトシンデアミナーゼ、ペプチドを含むプロドラッグを遊離型薬物に変換するのに有益な
セラチアプロテアーゼ、サーモリシン、サブチリシン、カルボキシペプチダーゼ及びカテ
プシン（カテプシンＢ及びＬ等）等のプロテアーゼ、Ｄ－アミノ酸置換基を含むプロドラ
ッグを変換するのに有益なＤ－アラニルカルボキシペプチダーゼ、グリコシル化プロドラ
ッグを遊離型薬物に変換するのに有益なベータガラクトシダーゼ及びノイラミニダーゼ等
の炭水化物切断酵素、アルファラクトンを用いて誘導体化された薬物を遊離型薬物に変換
するのに有益なベータラクタマーゼ、並びにフェノキシアセチル又はフェニルアセチル基
を用いてそれらのアミン窒素で誘導体化された薬物をそれぞれ遊離型薬物に変換するのに
有益なペニシリンＶアミダーゼ又はペニシリンＧアミダーゼ等のペニシリンアミダーゼを
含む。また、本技術分野において「アブザイム」として知られている酵素活性を有する抗
体は、本発明のプロドラッグを遊離型薬物に変換するのに用いられ得る（例えば、本明細
書に参照として援用されるMassey, 1987, Nature 328. 457-458を参照。）抗体－アブザ
イム結合体は、腫瘍細胞群にアブザイムを送るために調製され得る。種々の付加的な結合
体は、本発明の抗体が考えられる。種々の化学療法剤、抗血管形成剤、チロシンキナーゼ
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阻害剤、及び他の治療剤は、以下に記載され、それらは抗体結合体として用いられ得る。
【０１４８】
　融合及び結合のパートナーとしては、Ｆｃポリペプチドも考えられる。従って、抗体は
、２つ又はそれ以上のＦｃ領域を備えた多量体Ｆｃポリペプチドであってもよい。そのよ
うな分子の利点は、単一のタンパク質分子でＦｃ受容体のための複数の結合部位を提供す
ることである。一実施形態において、Ｆｃ領域は、化学的な設計アプローチを用いて結合
され得る。例えば、Ｆａｂ’ｓ及びＦｃ’ｓは、ヒンジにおけるシステイン残基に由来す
るチオエーテル結合により結合され得る。これによりＦａｂＦｃ２等の分子が生成される
。Ｆｃ領域は、ジスルフィド設計及び／又は化学的架橋を用いて結合され得る。一実施形
態において、Ｆｃ領域は、遺伝学的に結合され得る。一実施形態において、発明の名称が
「新規のＦｃリガンド結合部位を有するＦｃポリペプチド」の米国特許出願２００５－０
２４９７２３号に記載されるように、抗体におけるＦｃ領域は、タンデムに結合されたＦ
ｃ領域が生成されるように遺伝学的に結合される。タンデムに結合されたＦｃポリペプチ
ドは、２つ又はそれ以上のＦｃ領域、例えば１つから３つ又は２つ等のＦｃ領域を含み得
る。それは、最も有利な構造及び機能的特性を有するホモ又はヘテロのタンデムに結合さ
れた抗体を得るために、多くの設計した構築物を調べるのに有利となり得る。タンデムに
結合された抗体は、ホモのタンデムに結合された抗体であってもよく、すなわち、一抗体
の一つのアイソタイプは、他抗体の同一のアイソタイプと遺伝学的に融合されている。タ
ンデムに結合されたＦｃポリペプチドにおける多量体ＦｃγＲ、Ｃ１ｑ及び／又はＦｃＲ
ｎ結合部位があるため、エフェクター機能及び／又は薬物動態は増強され得ることが予想
される。代替の実施形態において、種々のアイソタイプの抗体は、タンデムに結合され、
それは、ヘテロのタンデムに結合された抗体という。例えば、ＦｃγＲ及びＦｃγＲ１受
容体を標的とできるため、ＦｃγＲｓ及びＦｃγＲIの両方に結合する抗体は、堅調な臨
床的改善を提供し得る。
【０１４９】
　融合及び結合のパートナーは、本発明の抗体の、Ｎ若しくはＣ末端を含むいずれかの領
域、又は末端同士の間におけるいずれかの残基に結合し得る。一実施形態において、融合
又は結合のパートナーは、抗体のＮ又はＣ末端、例えばＮ末端に結合される。種々のリン
カーは、融合又は結合のパートナーに抗体を共有結合的に結合するために、本発明におけ
る用いられ得る。本明細書において、「リンカー」、「リンカー配列」、「スペーサー」
、「テザリング配列」又はそれらと文法的に同等なものは、２つの分子を接続し、所望の
配座に２つの分子を配置するように作用する分子又は分子の基（モノマー又はポリマー等
）を意味する。リンカーは、本技術分野において周知であり、例えばホモ又はヘテロの二
機能性リンカーが良く知られている（1994 Pierce Chemical Company catalog, technica
l section oncross-linkers, pages 155-200を参照）。多くの方法は、分子同士を共有結
合的に結合するために用いられ得る。それらは、以下のものに限られないが、タンパク質
又はタンパク質ドメインのＮ末端とＣ末端との間のポリペプチド結合、ジスルフィド結合
を介した結合、並びに化学的架橋剤を介した結合を含む。この実施形態の一態様において
、リンカーは、組み換え技術又はペプチド合成により生じるペプチド結合である。リンカ
ーは、柔軟性を提供するアミノ酸残基を含み得る。従って、リンカーペプチドは、Ｇｌｙ
、Ｓｅｒ、Ａｌａ又はＴｈｒのアミノ酸残基を主に含む。リンカーペプチドは、２つの分
子が所望の活性を維持するように、互いに正しい構造をとる方法で２つの分子を結合する
のに十分な長さを有するべきである。この目的のために適当な長さは、少なくとも１つ、
多くとも５０個のアミノ酸残基を含む。一実施形態において、リンカーは、長さで約１～
３０のアミノ酸、望ましくは長さで約１～２０のアミノ酸である。有益なリンカーは、当
業者に理解されるように、グリシン－セリンポリマー（例えば、（ＧＳ）ｎ、（ＧＳＧＧ
Ｓ）ｎ、（ＧＧＧＧＳ）ｎ及び（ＧＧＧＳ）ｎであり、ここで、ｎは少なくとも１つの整
数である）、グリシン－アラニンポリマー、アラニン－セリンポリマー及び他の柔軟なリ
ンカーを含む。また、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、ポリプロピレングリコール、
ポリオキシアルキレン又はポリエチレングリコールの共重合体等を含む種々の非タンパク
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質性ポリマーは、本発明の抗体を融合若しくは結合パートナーと結合する、又は本発明の
抗体を結合体に結合するために用いることが可能なリンカーとして用いられ得る。
【０１５０】
　本発明は、抗体を生成する、及び実験的に試験するための方法を提供する。記載された
方法は、本発明を実施における特定の適用又は理論に限定することを意味しない。むしろ
、記載された方法は、１つ又はそれ以上の抗体が変異抗体を得るために生成され、実験的
に試験され得ることの一般的な説明であることを意味する。発生、精製及びスクリーニン
グといった抗体の分子生物学的な通常の方法は、Antibody Engineering, Duebel及び Kon
termann編,Springer- Verlag, Heidelberg, 2001 , Hayhurst及びGeorgiou, 2001 , Curr
 Opin ChemBiol 5 683-689; Maynard及びGeorgiou,2000, Annu Rev Biomed Eng 2 339-76
, Antibodies. A Laboratory Manual Harlow及びLane, New York: Cold Spring HarborLa
boratory Press, 1988に記載されている。
【０１５１】
　本発明の一実施形態において、核酸は、本発明の抗体をコードするように作製され、望
むならば、ホスト細胞の中で複製され、発現され、また、試験され得る。従って、核酸、
特にＤＮＡは、それぞれタンパク質配列をコードするように作製され得る。これらは、周
知の方法を用いて実施される。例えば、本発明において用いられ得る種々の方法は、Mole
cular Cloning - A Laboratory Manual, 第３版.(Maniatis, Cold Spring Harbor Labora
tory Press, New York,2001) 、並びにCurrent Protocols in Molecular Biology(John W
iley及びSons)に記載されている。当業者に理解されるように、多くの配列を備えたライ
ブラリのための完全系列を生成することは、非常にコストがかかり、時間を消費する。本
明細書において「ライブラリ」とは、以下のものに限られないが、精製型又は未精製型の
いずれかの核酸若しくはアミノ酸配列のリスト、可変部位における核酸若しくはアミノ酸
置換のリスト、ライブラリ配列をコードする核酸を備えた物理的ライブラリ、又は変異タ
ンパク質を備えた物理的ライブラリを含むいずれかの型における１組の変異体を意味する
。従って、本発明のライブラリを効率的に生成するために用いられ得る技術は数多くある
。本発明において用いられ得るそのような方法は、米国特許6,403,312号;米国特許出願20
02-0048772号, 米国特許7,315,786号;米国特許出願2003-0130827号, 国際公開01/40091号
又は国際公開02/25588号に記載される又は参照される。そのような方法は、以下のものに
限られないが、遺伝子構築法、ＰＣＲに基づく方法及びＰＣＲの変法を用いる方法、リガ
ーゼ連鎖反応に基づく方法、合成シャフリングに用いられる方法等のオリゴプール法、エ
ラープローン増幅法及びランダム変異を有するオリゴを用いる方法、古典的な部位特異的
変異誘発法、カセット変異導入、並びに他の増幅及び遺伝子合成方法を含む。当業者に周
知なように、遺伝子構築、変異誘発及びベクターサブクローニング等のための商業的に入
手可能なキット及び方法は数多くある。そのような市販の製品は、抗体をコードする核酸
を生成するために、本発明において用いられ得る。
【０１５２】
　本発明の抗体は、例えば、その抗体をコードする核酸を含む発現ベクターといった核酸
を用いて形質転換されたホスト細胞を、タンパク質の発現を誘導する又は引き起こすため
に適当な状態で培養することにより生成され得る。発現に適当な状態は、発現ベクター及
びホスト細胞の選択で異なり、それはルーチン実験を通して当業者に容易に確認される。
種々のホスト細胞は、以下のものに限られないが、哺乳動物細胞、細菌、昆虫細胞及び酵
母等が用いられ得る。例えば、本発明において用いられ得る種々の細胞株は、American T
ype Culture Collectionから入手できるＡＴＣＣ細胞株カタログに記載されている。
【０１５３】
　一実施形態において、抗体は、レトロウィルス又はアデノウィルス等のウィルスを用い
て哺乳動物細胞の中に発現コンストラクトを導入する系を含む哺乳動物発現系で発現され
る。哺乳動物細胞には、例えば、ヒト、マウス、ラット、ハムスター又は霊長類等が用い
られ得る。適当な細胞は、以下のものに限られないが、ジャーカットＴ細胞、ＮＩＨ３Ｔ
３、ＣＨＯ、ＢＨＫ、ＣＯＳ、ＨＥＫ２９３、ＰＥＲＣ６、ＨｅＬａ、Ｓｐ２／０、ＮＳ
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Ｃ細胞及びそれらの変異体を含む公知の研究用細胞を含む。細菌性発現系は、本技術分野
において周知であり、Escherichia coli (E. coli). Bacillus subtilis,Streptococcus 
cremoris, 及びStreptococcuslividansを含む。代替の実施形態において、抗体は、昆虫
細胞（例えばsf21/sf9）又は酵母細胞（例えばs.cerevisiae, Pichia, 等）で生成される
。代替の実施形態において、抗体は、無細胞翻訳系を用いてインビトロで発現される。原
核生物（例えばE.coli）及び真核生物（例えば小麦胚芽又はウサギ網状赤血球）細胞由来
のインビトロ翻訳系が利用可能であり、それは、関心があるタンパク質の発現レベル及び
機能的特性に基づいて選択され得る。例えば、当業者に理解されるように、インビトロ翻
訳は、例えば、リボソームディスプレイといったディスプレイ技術に必要である。さらに
、抗体は、化学合成法により生成され得る。また、動物（例えばウシ、ヒツジ若しくはヤ
ギのミルク、発育鶏卵、又は全体の昆虫の幼虫等）及び植物（例えばトウモロコシ、タバ
コ又はウキクサ等）の両方でのトランスジェニック発現系によっても生成され得る。本発
明の抗体をコードする核酸は、タンパク質を発現するために発現ベクターに組み込まれ得
る。種々の発現ベクターは、タンパク質発現に有益である。発現ベクターは、染色体外自
己複製ベクター、又はホストゲノムの中に組み込まれるベクターを含み得る。発現ベクタ
ーは、ホスト細胞の型に適合されるように構築される。従って、本発明において用いられ
る発現ベクターは、以下のものに限られないが、哺乳動物細胞、細菌、昆虫細胞、酵母及
びインビトロ系でタンパク質発現が可能なベクターを含む。本技術分野において公知なよ
うに、種々の発現ベクターは、商業的又は他の方法で入手可能であり、抗体を発現するた
めに本発明において用いられ得る。
【０１５４】
　発現ベクターは、通常、調節又は制御配列、選択マーカー、いくつかの融合パートナー
、及び／又は付加要素と操作可能に結合されたタンパク質を備えている。本明細書におい
て「操作可能に結合された」とは、核酸が、機能的に関連する他の核酸配列の中に配置さ
れることを意味する。一般に、それらの発現ベクターは、抗体をコードする核酸に操作可
能に結合された転写及び翻訳を制御する核酸を含み、また、通常、タンパク質を発現する
ために用いられるホスト細胞に適合する。一般に、転写及び翻訳を制御する配列は、プロ
モーター配列、リボソーム結合部位、転写開始及び終結配列、翻訳開始及び終結配列、及
びエンハンサー又はアクチベーター配列を含み得る。本技術分野において周知なように、
発現ベクターは、一般に、発現ベクターを含む形質転換されたホスト細胞を選択するため
の選択遺伝子又はマーカーを含む。選択遺伝子は、本技術分野において周知であり、用い
られるホスト細胞によって異なる。
【０１５５】
　抗体は、発現されたタンパク質の標的化、精製、スクリーニング及びディスプレイ等を
可能とするために融合パートナーと操作可能に結合され得る。融合パートナーは、リンカ
ー配列を介して抗体配列に結合され得る。一般に、より長いリンカーが用いられ得るが、
リンカー配列は、少数のアミノ酸、通常、１０個よりも少ないアミノ酸を含む。一般に、
リンカー配列は、柔軟で、分解に対する耐性を有するように選択される。当業者に理解さ
れるように、種々の配列のいずれかは、リンカーとして用いられ得る。例えば、一般的な
リンカー配列は、ＧＧＧＧＳのアミノ酸配列を含む。融合パートナーは、所望の細胞部位
又は細胞外培地に抗体及び結合された融合パートナーを向けるターゲティング又はシグナ
ル配列であってもよい。本技術分野において周知なように、特定のシグナル配列は、成長
培地の中、又は細胞膜の内側と外側との間に位置する周辺質の空間の中に分泌されるよう
にタンパク質を標的とし得る。融合パートナーは、精製及び／又はスクリーニングが可能
であるペプチド又はタンパク質をコードする配列であってもよい。そのような融合パート
ナーは、以下のものに限られないが、ポリヒスチジンタグ（His-tags）（例えば、固定化
金属親和性クロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）システム（例えばＮｉ２＋親和性カラム））
、ＧＳＴ融合体、ＭＢＰ融合体、ストレプトタグ、細菌性酵素ＢｉｒＡのＢＳＰビオチン
標識標的配列、並びに抗体により標的化されたエピトープタグ（例えばｃ－ｍｙｃタグ及
びｆｌａｇタグ等）を含む。当業者により理解されるように、そのようなタグは、精製の
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ため若しくはスクリーニングのため、又はそれら両方のために有益であり得る。例えば抗
体は、Ｎｉ２＋親和性カラムにそれを固定化することにより、Ｈｉｓタグを用いて精製さ
れてもよく、その精製後に、同一のＨｉｓタグは、ＥＬＩＳＡ又は他の（以下に示すよう
な）結合試験を行うために、Ｎｉ２＋がコートされたプレートに抗体を固定化するために
用いられ得る。融合パートナーは、抗体をスクリーニングするための選択方法の使用を可
能とし得る（以下を参照）。種々の選択方法を可能とする融合パートナーは、本技術分野
において周知であり、それらの全ては、本発明において用いられ得る。例えば、gene III
タンパク質に抗体ライブラリのメンバーを融合することにより、ファージディスプレイが
用いられ得る（Kay等. Phage display of peptides andproteins: a laboratory manual,
 Academic Press, San Diego, CA, 1996; Lowman等.1991, Biochemistry 30: 10832-1083
8; Smith, 1985, Science228:1315-1317）。融合パートナーは、抗体の標識化を可能とし
得る。また、融合パートナーは、それらをコードする核酸と融合パートナー及び結合され
た抗体との共有結合的又は非共有結合的な結合を可能とするように、発現ベクターの特定
の配列に結合し得る。
【０１５６】
　ホスト細胞の中に外因性の核酸を導入する方法は、本技術分野において周知であり、用
いられるホスト細胞によって異なる。その技術は、以下のものに限られないが、デキスト
ラン媒介トランスフェクション、リン酸カルシウム沈殿、塩化カルシウム処理、ポリブレ
ン媒介トランスフェクション、原形質融合、エレクトロポレーション、ウィルス又はファ
ージ感染、リポソームを用いたポリヌクレオチドの被包、及び核の中にＤＮＡを直接にマ
イクロインジェクションすることを含む。
【０１５７】
　一実施形態において、抗体は、発現の後に精製又は単離される。タンパク質は、当業者
に周知の種々の方法で単離又は精製され得る。標準的な精製方法は、イオン交換、疏水的
相互作用、親和性、サイズ又はゲル濾過、及び逆相のクロマトグラフィー技術を含み、Ｆ
ＰＬＣ及びＨＰＬＣ等の系を用いて大気圧又は高圧で行われる。また、精製方法は、電気
泳動的技術、免疫学的技術、沈殿技術、透析技術、及び等電点電気泳動技術を含む。タン
パク質濃度と関連して、限外濾過及び透析濾過技術も有用である。本技術分野において周
知なように、種々の天然のタンパク質は、Ｆｃ及び抗体に結合し、それらのタンパク質は
、抗体の生成のために本発明において用いられ得る。例えば、細菌性タンパク質Ａ及びＧ
は、Ｆｃ領域に結合する。同様に、細菌性タンパク質Ｌは、いくつかの抗体のＦａｂ領域
に結合し、当然に抗体の標的抗原として結合する。精製は、特定の融合パートナーにより
可能とされ得る。例えば、抗体は、ＧＳＴ融合体が用いられているならばグルタチオン樹
脂を用いて、Ｈｉｓタグが用いられているならばＮｉ２＋親和性クロマトグラフィーを用
いて、又はｆｌａｇタグが用いられているならば固定化された抗ｆｌａｇ抗体を用いて精
製され得る。適当な精製技術の一般的なガイダンスとしては、例えば、Protein Purifica
tion: Principles and Practice, 第３版., Scopes, Springer- Verlag, NY, 1994を参照
できる。精製の必要性の度合いは、スクリーン又は抗体の用途に従って異なる。いくつか
の例においては、精製は必要でない。例えば、一実施形態において、抗体が分泌型の場合
、スクリーニングは、培地から直接に行われ得る。本技術分野において周知なように、選
択のいくつかの方法は、タンパク質の精製を含まない。従って、例えば、抗体のライブラ
リがファージディスプレイライブラリの中に形成されている場合、タンパク質の精製は行
われない。
【０１５８】
　抗体は、インビトロアッセイ、インビボ及び細胞に基づくアッセイ、並びに選択技術に
おいて用いる方法等を含む種々の方法を用いてスクリーニングされ得る。オートメーショ
ン及びハイスループットスクリーニング技術は、スクリーニング方法において有益となり
得る。スクリーニングは、融合パートナー又はラベルの使用を採用し得る。融合パートナ
ーの使用は、上記に記載されている。本明細書において、「標識化」とは、本発明の抗体
がスクリーンにおいて検出可能となるように結合された１つ又はそれ以上の要素、同位体
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、又は化合物を有する。一般に、ラベルは、ａ）抗体により認識される融合パートナーと
して組み込まれたエピトープ等である免疫ラベル、ｂ）放射性同位体又は重同位体等の同
位体ラベル、及びｃ）蛍光及び比色色素、又は他の標識方法が可能なビオチン等の分子を
含み得る低分子ラベルの３つのクラスに分けられる。ラベルは、化合物内のどの位置にで
も組み込まれ、また、タンパク質発現の間にインビトロ又はインビボで組み込まれ得る。
一実施形態において、抗体の機能的及び／又は生物物理学的特性は、インビトロアッセイ
においてスクリーニングされる。インビトロアッセイは、関心のある特性をスクリーニン
グするために広いダイナミックレンジとし得る。スクリーニングされ得る抗体の特性は、
安定性、可溶性、及び、例えばＦｃγＲｓのＦｃリガンドに対する親和性等を含む。多様
な特性は、同時に又は別々にスクリーニングされ得る。タンパク質は、試験の必要性に依
存して、精製されても、精製されなくてもよい。一実施形態において、スクリーンは、公
知又は抗体に結合すると考えられるタンパク質又は非タンパク分子に抗体を結合するため
の定性的又は定量的結合アッセイである。一実施形態において、スクリーンは、標的抗原
に対する結合を測定するための結合アッセイである。代替の実施形態において、スクリー
ンは、ＦｃγＲｓのファミリー、新生児の受容体ＦｃＲｎ、補体タンパク質Ｃ１ｑ、並び
に細菌性タンパク質Ａ及びＧ等を含むＦｃリガンドに抗体を結合するための試験である。
Ｆｃリガンドは、例えばヒト、マウス、ラット、ウサギ又はサル等の生物由来であっても
よい。結合アッセイは、以下のものに限られないが、ＦＲＥＴ（蛍光共鳴エネルギー移動
）及びＢＲＥＴ（生物発光共鳴エネルギー移動）に基づく試験、アルファスクリーン（増
幅ルミネセンス近接ホモジニアスアッセイ）、シンチレーション近接アッセイ、ＥＬＩＳ
Ａ（酵素免疫吸着アッセイ）、ＳＰＲ（表面プラズモン共鳴、Biacore（登録商標）とし
て知られている）、等温滴定型熱量測定、示差走査熱量測定、ゲル電気泳動、並びにゲル
濾過を含むクロマトグラフィーを含む本技術分野において周知の種々の方法を用いて行わ
れ得る。これら及び他の方法は、抗体の融合パートナー又はラベルを利用し得る。試験は
、発色、蛍光、発光又は同位体ラベル等を含む種々の検出方法を用い得る。
【０１５９】
　例えば安定性及び可溶性といった抗体の生物物理学的特性は、本技術分野に周知の種々
の方法を用いてスクリーニングされ得る。タンパク質の安定性は、折り畳まれた状態と折
り畳まれていない状態との間の熱力学的平衡を測定することにより決定され得る。例えば
、本発明の抗体は、化学変性剤、熱又はｐＨを用いて折り畳みが展開され、この変化は、
以下のものに限られないが、円偏光二色性分光、蛍光分光、吸収分光、ＮＭＲ分光、熱量
測定及びタンパク質分解を含む方法を用いて測定され得る。当業者に理解されるように、
折り畳みとその展開との変化の動態パラメータも、それら及び他の技術を用いて測定され
得る。抗体の可溶性及び全体的な構造完全性は、本技術分野に周知の方法の広範囲を用い
て、定性的又は定量的に測定され得る。抗体の生物物理学的特性を特徴付けるために、本
発明において用いられ得る方法は、ゲル電気泳動、等電点電気泳動、キャピラリ電気泳動
、サイズ排除クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー及び逆相高速液体クロ
マトグラフィー等のクロマトグラフィー、ペプチドマッピング、オリゴ糖マッピング、質
量分析、紫外吸収分光、蛍光分光、円偏光二色性分光、等温滴定型熱量測定、示差走査熱
量測定、超遠心分析、動的光散乱、タンパク質分解及び架橋、濁り度測定、フィルタ遅延
試験、免疫学的試験、蛍光色素結合試験、タンパク質染色試験、顕微鏡、並びにＥＬＩＳ
Ａ又は他の結合試験を介した集合体の検出を含む。Ｘ線結晶学技術及びＮＭＲ分光を用い
た構造解析も用いられ得る。一実施形態において、安定性及び／又は可溶性は、所定の期
間後にタンパク質の溶解量を決定することにより測定され得る。この試験において、タン
パク質は、高温、低ｐＨ又は変性剤の存在下といった過酷な条件に晒されても、晒されな
くてもよい。機能として、通常、安定性、可溶性及び／又は良好なタンパク質のホールド
性／構造性を必要とするため、上述の機能的及び結合試験は、そのような測定を実行する
ための方法としても提供される。例えば、抗体を含む溶液は、標的抗原に結合する能力を
試験され、その後、１つ又はそれ以上の所定の期間に高温に晒され、その後再び抗原結合
試験が行われてもよい。折り畳まれていないタンパク質及び凝集したタンパク質は、抗原
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に結合する能力が期待されないため、活性の維持度が抗体の安定性及び可溶性を規定する
。
【０１６０】
　本発明の抗体の生物物理学的特性は、細胞、組織及び生体全体において特徴付けられ得
る。本技術分野に周知なように、薬剤は、病気若しくは病気モデルに対する治療のための
薬剤の有効性を測定するために、又は薬剤の薬物動態、毒性及び他の特性を測定するため
に、以下のものに限られないが、マウス、ラット、ウサギ、イヌ、ネコ、ブタ、及びサル
を含む動物において、よく試験される。その動物は、病気モデルとしていわれ得る。本発
明の抗体に関して、候補のポリペプチドがヒトにおいて有効となる可能性を向上するため
に動物モデルを用いる際に、特定の課題が生じる。これは、少なくとも部分的に、ヒトの
Ｆｃ受容体に対する親和性に特異的な影響を有する抗体が、オルソロガスな動物受容体に
同様の親和性効果を有すとは限らないことによる。これらの問題は、真のオルソログの正
確な割当てに関連する必然の多義性（Mechetina等.Immunogenetics, 2002 54:463-468）
、及びいくつかのオルソログが簡単に動物に存在しない（例えば、ヒトはＦｃγＲIIａを
有し、マウスはそれを有さない）という事実によりさらに悪化され得る。治療学は、以下
のものに限られないが、ヌードマウス、ＳＣＩＤマウス、異種移植マウス並びに（ノック
イン及びノックアウトを含む）トランスジェニックマウスを含むマウスにおいてよく試験
される。例えば、抗癌治療を目的とする本発明の抗体は、例えば異種移植マウスにおける
マウス癌モデルで試験され得る。この方法において、腫瘍又は腫瘍細胞株は、マウスに移
植又は注入され、実質的にそのマウスは、癌の成長及び転移を抑制又は阻害するための抗
体の能力を決定するために、治療学を用いて治療される。代替のアプローチは、適当な一
連のＦｃＲｓを有する準機能的な系及びヒトの免疫系を与えるように末梢血リンパ球（Ｐ
ＢＬｓ）を免疫欠損マウスに導入し、そのマウスに注入されたヒト腫瘍細胞を標的とする
抗体又はＦｃポリペプチドが続いて導入されるＳＣＩＤマウスモデルの使用である。その
ようなモデルにおいて、所望の抗原を標的とするＦｃポリペプチドは、殺腫瘍エフェクタ
ー機能を保証するためにマウス内でヒトＰＢＬｓと相互作用する。そのような実験は、治
療として用いられる抗体の潜在力の決定のための有意なデータを提供し得る。例えば哺乳
動物といった生物が試験のために用いられ得る。例えば遺伝学的にヒトに類似するため、
サルは治療モデルに適当となり得る。従って、サルは、本発明の抗体の有効性、毒性、薬
物動態又は他の特性の試験に用いられ得る。ヒトにおける本発明の抗体の試験は、薬剤と
して承認されるために最終的に必要であり、従って当然に、それらの試験は考えられる。
従って本発明の抗体は、それらの有効性、毒性、薬物動態及び／又は他の臨床的特性を測
定するために、ヒトにおいて試験され得る。
【０１６１】
　毒性の研究は、標準的な薬理プロファイルで評価され得ない、又は薬剤の投与が繰り返
された後にのみ起こる抗体又はＦｃ融合体による影響を決定するために行われる。多くの
毒性試験は、予期しない副作用が、新規の治療的物質が体内に導入される前に見落とされ
ないことを保証するために、２つの種、例えば齧歯動物及び非齧歯動物で行われる。一般
に、それらのモデルは、遺伝毒性、慢性毒性、免疫原性、生殖／発達毒性及び発癌性を含
む種々の毒性を測定し得る。上記のパラメータの中に食料消費、体重、抗体形成、臨床化
学、並びに標準的な生物／組織の巨視的及び微視的試験（例えば心毒性）の標準的な測定
値が含まれる。測定値の付加的なパラメータは、あるとすれば、注射部位の外傷及び中和
抗体の量である。伝統的に、裸の又は結合体のモノクローナル抗体治療学は、正常な組織
を用いた交差反応、免疫原性／抗体生成物、結合又は接続毒性、及び放射性標識された種
の「傍観者」毒性を評価される。それにもかかわらず、そのような研究は、特定の懸念及
び後のＩＣＨ Ｓ６（上記で注釈されたバイオ製品のための安全性研究）で規定されるガ
イダンスを対処するために個別化され得る。そのように、一般原則は、製品が十分に特徴
付けられ、それは不純物／汚染物が除去され、試験材料が開発の間比較できることであり
、ＧＬＰコンプライアンスである。
【０１６２】
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　本発明の抗体の薬物動態（ＰＫ）は、非常に関連性のあるカニクイザル及びアカゲザル
等のヒト以外の霊長類を用いた種々の動物モデルにおいて研究され得る。６０００倍（０
．０５～３００ｍｇ／ｋｇ）の濃度範囲での単回又は複数回のｉ．ｖ．／ｓ．ｃ．投与は
、血漿濃度及びクリアランスを用いて半減期（数日から数週間）が評価され得る。また、
安定状態での分布容量及び全身における吸収度が測定され得る。そのようなパラメータ測
定の例は、通常、観測された最大血漿濃度（Ｃｍａｘ）、Ｃｍａｘ到達時間（Ｔｍａｘ）
、０時から無限時までの血漿濃度のタイムカーブの下方の領域［ＡＵＣ０－ｉｎｆ］、及
び見かけの排泄半減期（Ｔ１／２）を含む。付加的な測定されるパラメータは、ｉ．ｖ．
投与及び生物学的利用能の後に得られる濃度－時間データのコンパートメント解析を含み
得る。カニクイザルを用いた薬理学／毒物学研究の例は、ＣＤ２０と交差反応するモノク
ローナル抗体であるリツキサン（登録商標）及びゼバリン（登録商標）を確立させた。生
体分布、線量測定（放射性標識抗体）及びＰＫ実験は、齧歯動物においても行われ得る。
そのような研究は、全ての投与濃度での体性、局部組織での毒性、齧歯動物の異種移植動
物モデルでの局在化、標的細胞の除去を評価する。本発明の抗体は、動物系又はヒトにお
いて優れた薬物動態を示し得る。例えば、ＦｃＲｎへの結合の増大は、半減期及び治療的
抗体の曝露を増大し得る。また、そのような薬剤が副作用を有する等の曝露が低いことが
好ましい場合に、ＦｃＲｎへの結合の低減は、半減期が低減し、Ｆｃ含有薬剤の曝露を低
減し得る。Ｆｃ受容体のアレイは、種々の免疫細胞の型及び種々の組織に、それぞれ異な
って発現されることは、本技術分野において周知である。Ｆｃ受容体の種々の組織におけ
る分布は、本発明の抗体の薬力学的（ＰＤ）及び薬物動態（ＰＫ）特性に最終的に影響を
及ぼし得る。ここで示した抗体は、それぞれＦｃ受容体のアレイへの異なる親和性を有し
、さらに、ＰＤ及び／又はＰＫ特性のためのポリペプチドのスクリーニングは、それぞれ
の候補となるポリペプチドにより与えられたＰＤ、ＰＫ及び治療効果の最適なバランスを
規定するために極めて有益である。
【０１６３】
　薬力学の研究は、以下のものには限られないが、特定の腫瘍因子の標的化、シグナルメ
カニズムの阻害、又は標的抗原を発現する細胞若しくはシグナルの欠乏の測定等を含み得
る。そのような薬力学的効果は、動物モデル又はヒトにおいて証明され得る。
【０１６４】
　本発明の抗体は、治療目的のために用いられ得る。当業者により理解されるように、本
発明の抗体は、抗体及びその類似体を使用する治療目的のために用いられ得る。一実施形
態において、抗体は、癌等の障害を治療するために患者に投与される。
【０１６５】
　本発明の目的のための「患者」とは、ヒト、及び哺乳動物等の他の動物の両方を含む。
従って、本発明の抗体は、ヒトの治療及び獣医学での適用の両方に用いられる。本発明に
おける「治療」又は「治療すること」の用語は、治療学的処置、及び病気又は障害の予防
又は制御手段を含むことを意味する。従って、例えば、病気の発病の前に抗体の効果的な
投与は、病気の治療となる。他の例として、病気の症状と戦うために、病気の臨床的発症
後に最適化された抗体を効果的に投与することは、病気の治療となる。また、「治療」及
び「治療すること」は、病気を根絶するために病気の発症後に最適化された抗体を投与す
ることも含む。できる限りの臨床的症状の減退及び病気の改善をするための、発病後、及
び臨床的症状が現れた後の薬剤の効果的な投与は、病気の治療となる。「治療の必要があ
る」対象は、病気又は障害を既に有する哺乳動物、及び防止されるための病気又は障害を
有する傾向にあるものを含む。
【０１６６】
　一実施形態において、本発明の抗体は、タンパク質又はＦＬＴ３等の他の分子の不適当
な発現を含む病気を有する患者に投与される。本発明の範囲内において、これは、例えば
、タンパク質の存在量の変化、タンパク質の局在化、翻訳後の修飾、立体配座状態、又は
変異タンパク質の存在等に起因する、異常なタンパク質により特徴付けられる病気及び障
害を含むことを意味する。過剰とは、以下のものに限られないが、分子量における過剰発
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現、作用部位における発現の延長化若しくは促進化、又は正常時と比較してタンパク質の
活性の増大を含む原因により起こり得る。タンパク質の低減により特徴付けられる病気又
は障害は、この定義内に含まれる。そのようなタンパク質の過剰又は低減は、タンパク質
の正常な発現、出現又は活性と比較して測定され得る。その測定は、本発明の抗体の開発
及び／又は臨床試験に重要な役割を果たし得る。
【０１６７】
　本明細書における「癌」及び「癌性」とは、一般に未制御の細胞増殖により特徴付けら
れる哺乳動物における生理学的状態をいう又は記載する。癌の例は、以下のものに限られ
ないが、細胞腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫（脂肪肉腫を含む）、神経内分泌腫瘍、中皮
腫、シュワン腫、髄膜腫、腺癌、黒色腫、及び白血病又はリンパ性腫瘍を含む。
【０１６８】
　そのような癌のより特異的な例は、非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）、Ｂ細胞性急性リン
パ性白血病／リンパ腫（Ｂ－ＡＬＬ）及びＴ細胞性急性リンパ性白血病／リンパ腫（Ｔ－
ＡＬＬ）等の血液腫瘍、ランゲルハンス細胞組織球症、多発性骨髄腫（ＭＭ）、分化型Ａ
ＭＬ及び未分化型ＡＭＬを含む急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）等の骨髄新生物、急性前骨髄
球性白血病、急性骨髄単球白血病、急性単球性白血病、骨髄異形成症候群、並びに慢性骨
髄性白血病（ＣＭＬ）を含む慢性骨髄異形成症候群（ＭＤＳ）を含む。
【０１６９】
　癌又は腫瘍がリンパ腫又は白血病の場合、その病気は、微小残存病変（ＭＲＤ）の段階
にあり得る。この段階は、例えば幹細胞移植を用いた又は用いない従来の化学療法後に達
する。これに関して、「ＭＲＤ」は、患者が完全な寛解（症状又は病気の兆候が無い）を
含む寛解となったときにおいて、治療中又は治療後の患者に少数のリンパ腫／白血病の細
胞が保持される病気の段階に関する。これは、癌又は白血病の再発の主な原因となる。こ
の段階において、患者は完全な寛解の状態にあり得るが、病気は、ポリメラーゼ連鎖反応
（ＰＣＲ）及びフローサイトメトリー（ＦＡＣＳ）等の先端技術によって、まだ検出され
る。
【０１７０】
　本発明の抗体の標的は、ヒト個体群において多型になり得る。従って、所定の患者又は
患者の個体群において、本発明の抗体の有効性は、タンパク質における特異的な多型性の
存在又は非存在により影響され得る。例えば、ＦｃγＲIIIＡは、１５８の位置において
多型であり、その位置は、通常、Ｖ（高有効性）又はＦ（低有効性）のいずれかである。
Ｖ／Ｖホモ接合体遺伝子型を有する患者は、より強いＮＫ反応を備え得るため、抗ＣＤ２
０抗体リツキサン（登録商標）（リツキシマブ）を用いた治療で良好な臨床的反応を示す
ことが観察される（Dall'Ozzo 等. (2004) Cancer Res. 64-4664-9）。更なる多型性は、
以下のものに限られないが、ＦｃγＲIIＡ Ｒ１３１又はＨ１３１を含み、そのような多
型性は、その多型性に依存して、Ｆｃ結合及びその後の生物学的活性を増大又は低減する
ことが知られている。本発明の抗体は、例えばＦｃγＲIIIＡ １５８Ｖといった受容体の
特定の多型相に結合し得る、又は例えばＦｃγＲIIIＡの１５８Ｖ及び１５８Ｆの両方の
多型性である、受容体における特定の位置における多型性のすべてに同等の親和性で結合
し得る。一実施形態において、本発明の抗体は、種々の多型性を有する患者に見られる種
々の有効性を除くための抗体に用いられ得る多型に結合する同等物を有し得る。そのよう
な特性は、治療的反応におけるより強い強度を与え、非反応型の患者の個体群を低減し得
る。受容体多型に同一の結合をするそのような変異体Ｆｃは、関連するＦｃ受容体に結合
することの調節を介して、ＡＤＣＣ、ＣＤＣ若しくは循環半減期等の生物学的活性を増大
し得る、又は代わりに活性を低減し得る。一実施形態において、本発明の抗体は、結合に
差があることを強調する又は差を逆転するように、受容体の多型の１つに、高い又は低い
親和性で結合し得る。そのような特性は、多型性等の患者の個体群が有するもので有効性
に特に適合された治療が考えられ得る。例えば、ＦｃγＲIIＢ等の抑制性受容体への高い
親和性を有する多型性を備えている患者の個体群は、より有効な薬剤を生成するように受
容体の多型相等に結合することが低減された抗体を含む薬剤を受けることが可能である。
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【０１７１】
　一実施形態において、本発明の抗体の有効性を予測するために、患者は１つ又はそれ以
上の多型性をスクリーニングされる。この情報は、例えば、臨床試験に患者を含めるか除
外するかを選択するために、又は、承認後に適切な用量及び治療の選択肢に関して医師と
患者とに助言をするために用いられ得る。一実施形態において、患者は、彼らの遺伝子型
が抗体治療に現在用いられている１つ又はそれ以上と比較して本発明の抗体に非常に良好
に反応する傾向にあることを示す場合、本発明の抗体のための臨床試験に含まれることを
選択される。他の実施形態において、適切な用量及び治療法は、そのような遺伝子型の情
報を用いて決定される。他の実施形態において、患者は、彼らの多型性遺伝子型に基づい
て、臨床試験に含まれること又は承認後に治療を受けることを選択される。そのような治
療は、個体群に特定の有効性があるように設計された抗体を含む、又はその代わりに、そ
のような治療は、多型の異なる型に異なる活性を示さない抗体を含む。
【０１７２】
　本発明の抗体に好ましい臨床的反応を示す傾向にある、又は現在用いられている１つ又
はそれ以上の抗体治療と比較して本発明の抗体を用いて治療すると非常に良好な反応を示
す傾向にある同一の患者に、診断検査することは本発明に含まれる。本技術分野において
周知のヒトにおけるＦｃγＲ多型性を決定するための多くの方法が用いられ得る。
【０１７３】
　さらに、本発明は、血液及び組織サンプル等の臨床的サンプルにおいて実施される予後
検査を含む。そのような検査は、以下のものに限られないが、ＡＤＣＣ、ＣＤＣ、貪食作
用、オプソニン作用を含むエフェクター機能活性について、又は、メカニズムに関わらず
癌性若しくは他の病原性細胞の死滅について分析し得る。一実施形態において、上記に記
載された試験等のＡＤＣＣ試験は、特定の患者における本発明の抗体のうちの所定のもの
の有効性を予測するために用いられ得る。そのような情報は、臨床試験に含む若しくは臨
床試験から除外することを目的として患者を確認するために、又は適当な用量及び治療法
に関する決定を通知するために用いられ得る。また、そのような情報は、そのような試験
において優れた活性を示す特定の抗体を含む薬剤を選択するためにも用いられ得る。
【０１７４】
　本発明の抗体及び１つ又はそれ以上の治療活性剤が処方されるように、医薬組成物が考
えられる。本発明の抗体の製剤は、所望の純度を有する抗体を任意の医薬的に許容可能な
担体、賦形剤又は安定剤と混合することにより、凍結乾燥製剤又は水溶液の形態での保存
のための調製がなされる（Remington'sPharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A
. Ed.,1980）。許容可能な担体、賦形剤又は安定剤は、用いられる用量及び濃度で受容者
に無毒であり、リン酸塩、クエン酸塩、酢酸塩及び他の有機酸等の緩衝液、アスコルビン
酸及びメチオニンを含む抗酸化剤、防腐剤（オクタデシルジメチルベンジルアンモニウム
クロライド、ヘキサメトニウムクロライド、ベンズアルコニウムクロライド、ベンズエト
ニウムクロライド、フェノール、ブチルオルベンジルアルコール、メチル又はプロピルパ
ラベン等のアルキルパラベン、カテコール、レゾルシノール、シクロヘキサノール、３－
ペンタノール、及びｍ－クレゾール等）、低分子量（約１０残基以下）のポリペプチド、
血清アルブミン、ゲラチン若しくはイムノグロブリン等のタンパク質、ポリビニルピロリ
ドン等の親水性ポリマー、グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニ
ン若しくはリジン等のアミノ酸、グルコース、マンノース若しくはデキストリンを含む単
糖類、二糖類及び他の炭水化物、ＥＤＴＡ等のキレート剤、スクロース、マンニトール、
トレハロース若しくはソルビトール等の糖、甘味料及び他の香味料、微晶性のセルロース
、ラクトース、コーン及び他のでんぷん等の充填剤、結合剤、添加剤、着色剤、ナトリウ
ム等の造塩性の対イオン、金属複合体（例えばＺｎ－タンパク質複合体）、並びに／又は
ＴＷＥＥＮ（登録商標）、ＰＬＵＲＯＮＩＣＳ若しくはポリエチレングリコール（ＰＥＧ
）等の非イオン性界面活性剤を含む。一実施形態において、本発明の抗体を含む医薬組成
物は、医薬的に許容可能な塩として現れるように、水溶性であってもよい。その塩は、酸
及び塩基の両方の付加塩を含むことを意味する。「医薬的に許容可能な酸付加塩」は、遊
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離塩基の生物学的有効性を維持し、塩酸、臭化水素酸、硫酸、硝酸及びリン酸等の無機酸
、並びに酢酸、プロピオン酸、グリコール酸、ピルビン酸、シュウ酸、マレイン酸、マロ
ン酸、コハク酸、フマル酸、酒石酸、クエン酸、安息香酸、けい皮酸、マンデル酸、メチ
ルスルホン酸、エチルスルホン酸、ｐ－トルエンスルホン酸及びサリチル酸等の有機酸を
用いて、非生物学的に又は他の形式で望まれずに形成された塩をいう。「医薬的に許容可
能な塩基付加塩」は、ナトリウム、カリウム、リチウム、アンモニウム、カルシウム、マ
グネシウム、鉄、亜鉛、銅、マンガン及びアルミニウム塩等に由来する塩を含む。特に有
益なものは、アンモニウム、カリウム、ナトリウム、カルシウム及びマグネシウム塩等で
ある。医薬的に許容可能な有機無毒塩基に由来する塩は、１級、２級及び３級アミン、天
然の置換アミンを含む置換アミン、環状アミン、並びにイソプロピルアミン、トリメチル
メチルアミン、ジエチルアミン、トリエチルアミン、トリプロピルアミン及びエタノール
アミン等の塩基イオン交換樹脂の塩を含む。インビボ投与のために用いられる製剤は、無
菌であるべきである。これは、無菌濾過膜を用いた濾過又は他の方法により、容易に達成
される。
【０１７５】
　本明細書に記載された抗体は、免疫リポソームとして処方され得る。リポソームは、哺
乳動物に治療薬を届けるのに有益な種々の型の脂質、リン脂質及び／又は界面活性剤を含
む小胞である。抗体を含むリポソームは、Epstein等. 1985, Proc NatlAcad Sci USA, 82
:3688;Hwang 等. 1980, Proc Natl Acad Sci USA, 77:4030; 米国特許第4,485,045号; 米
国特許第4,544,545号; 及び 国際公開97/38731号等に記載された本技術分野の周知の方法
により調製される。循環時間が増大されたリポソームは、米国特許第5,013,556に記載さ
れている。リポソームの組成物は、一般に、生物膜の脂質配列と同様に、二重層構造に配
列される。特に有益なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びＰＥＧ
誘導体化ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥＧ－ＰＥ）を含む脂質組成物を用いる逆
相蒸発法により生成され得る。リポソームは、所望の系を有するリポソームを生成するた
めに、所定の孔径のフィルタを通して押し出される。化学療法剤又は他の治療活性剤は、
リポソーム内に任意に含まれる（Gabizon等, 1989, JNational Cancer Inst 81 :1484）
。
【０１７６】
　抗体及び他の治療活性剤は、以下のものに限られないが、コアセルベーション技術、（
例えば、ヒドロキシメチルセルロース若しくはゼラチンマイクロカプセル、又はポリメタ
クリル酸メチルマイクロカプセルを用いた）界面重合、コロイドドラッグデリバリーシス
テム（例えば、リポソーム、アルブミン微粒子、マイクロエマルジョン、名の粒子及びナ
ノカプセル）、及びマクロエマルジョンを含む方法により調製されるマイクロカプセルに
封入され得る。このような技術は、Remington's Pharmaceutical Sciences 第１６版, Os
ol, A. Ed., 1980に開示されている。徐放性製剤は、調整され得る。徐放性製剤の適当な
例は、固体疎水性ポリマーの半透性マトリクスを含む。そのマトリクスは、例えばフィル
ム又はマイクロカプセルといった造形品の形状である。徐放性マトリクスの例は、ポリエ
ステル、ヒドロゲル（例えば、ポリ（２－ヒドロキシエチル－メタクリル酸）又はポリ（
ビニルアルコール））、ポリ乳酸（米国特許第3,773,919号）、Ｌ－グルタミン酸及びガ
ンマエチル－Ｌ－グルタメート、非分解性エチレンビニルアセテート、Lupron Depot（乳
酸－グリコール酸共重合体及び酢酸リュープロリドから構成される注入可能な微粒子）等
の分解性乳酸－グリコール酸共重合体、ポリ－Ｄ－（-）－３－ヒドロキシブチル酸、及
びポリ－ＤＬ－ラクチド－コ－グリコリド（ＰＬＧ）のマトリクスの中に導入された所望
の生物活性分子から構成された微粒子型デリバリーシステムであるProLease（Alkermesか
ら商業的に入手可能）を含む。
【０１７７】
　例えば無菌水溶液の形状の本発明の抗体を含む医薬組成物の投与は、以下のものに限ら
れないが、経口、皮下、静脈内、鼻腔内、耳内、経皮的、局所的（例えばゲル、軟膏、ロ
ーション及びクリーム等）、腹腔内、筋肉内、肺内、膣内、非経口的、直腸的、又は眼内
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を含む種々の方法で行われ得る。本技術分野において周知なように、医薬組成物は、導入
方法に従って処方され得る。
【０１７８】
　本技術分野において周知なように、タンパク質治療では、静脈内注射又はボーラスによ
りよく導入される。本発明の抗体は、そのような方法を用いて届けられ得る。例えば、投
与は、注射溶媒として０．９％塩化ナトリウムを用いて静脈内注射により行われ得る。
【０１７９】
　さらに、多くのデリバリーシステムは、本技術分野の周知であり、本発明の抗体を投与
するために用いられ得る。その例は、以下のものに限られないが、リポソームへのカプセ
ル封入、ミクロ粒子及び微粒子（例えばＰＬＡ／ＰＧＡ微粒子）等を含む。また、多孔の
移植、無孔、又は膜若しくは繊維を含むゼラチン材料が含まれ得る。徐放システムは、ポ
リエステル、ヒドロゲル、ポリ（ビニルアルコール）、ポリ乳酸、Ｌ－グルタミン酸とエ
チル－Ｌ－グルタメート、エチレン－ビニルアセテート、Lupron Depot等の乳酸－グリコ
ール酸共重合体、及びポリ－Ｄ－（-）－３－ヒドロキシブチル酸等の重合体材料又はマ
トリクスを含み得る。例えば、レトロウィルス感染、直接注入、又は脂質、細胞表面受容
体若しくは他のトランスフェクション剤でのコーティングによって、本発明の抗体をコー
ドする核酸の投与も可能である。全ての場合において、調整される徐放システムは、所望
の作用部位又はその近傍で抗体を放出するのに用いられ得る。
【０１８０】
　投与の用量及び回数は、一実施形態において、治療的又は予防的効果のために選択され
る。本技術分野において周知なように、タンパク質分解の調整、局在に対する全身へのデ
リバリー、及び新規のプロテアーゼ合成の比率、また、年齢、体重、一般的な健康状態、
性別、食生活、投与時間、薬剤相互作用及び状態の重症度は、必要となり得り、当業者に
よるルーチン実験で解明され得る。
【０１８１】
　製剤中の治療活性抗体の濃度は、約０．１重量％から１００重量％までの間で変更され
得る。一実施形態において、抗体の濃度は、０．００３μＭから１．０Ｍまでの範囲であ
る。患者の治療のために、本発明の抗体の治療効果がある用量が投与され得る。本明細書
における「治療効果がある用量」とは、投与されて効果が生じる用量を意味する。実際の
用量は、治療の目的に依存し、周知の技術を用いて当業者により解明され得る。用量は、
体重で０．０００１ｍｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇまでの範囲又はそれ以上、例えば、
体重で０．１、１、１０又は５０ｍｇ／ｋｇとなり得る。
【０１８２】
　いくつかの実施形態において、単一の用量のみの抗体が用いられる。一実施形態におい
て、複数の用量の抗体が投与される。投与間の経過時間は、１時間以下、約１時間、約１
～２時間、約２～３時間、約３～４時間、約６時間、約１２時間、約２４時間、約４８時
間、約２～４日、約４～６日、約１週間、約２週間、又は２週間以上であってもよい。
【０１８３】
　他の実施形態において、本発明の抗体は、継続的な注入又は長い休息期間が無い頻発な
投与のいずれかによる規則正しい投与計画で投与される。そのような規則正しい投与は、
休息期間が無い一定の間隔での投薬を含み得る。一般に、そのような投与計画は、慢性の
低用量、又は例えば１～２日、１～２週間、１～２か月、又は６カ月以上の拡大された期
間中の継続的な注入を含む。低用量の使用は、副作用及び休息期間の必要性を最小限にし
得る。
【０１８４】
　所定の実施形態において、本発明の抗体、及び１つ又はそれ以上の他の予防薬剤又は治
療薬剤は、患者に周期的に投与される。周期療法は、１回目に第１薬剤を、２回目に第２
薬剤を、任意に追加で追加薬剤を投与し、任意に休息期間を取り、その後、１回又はそれ
以上のこの投与順序を繰り返すことを含む。周期の回数は、通常、２回から１０回である
。周期療法は、１つ又はそれ以上の薬剤に対する抵抗の発生を抑制し、副作用を最小限に



(49) JP 5944831 B2 2016.7.5

10

20

30

40

50

し、また、治療効果を改善し得る。
【０１８５】
　本発明の抗体は、１つ又はそれ以上の他の治療計画又は薬剤と同時に用いられ得る。ま
た、付加的な治療計画又は薬剤は、抗体の作用を変更するというよりもむしろ同一の病気
又は合併症を治療することに用いられ得る。例えば、本発明の抗体は、化学療法、放射線
療法、又は化学療法と放射線療法との両方と共に患者に用いられ得る。本発明の抗体は、
以下のものに限られないが、細胞毒性薬、化学療法薬、サイトカイン、増殖阻害剤、抗ホ
ルモン剤、キナーゼ阻害剤、抗血管形成剤、心保護剤、免疫賦活剤、免疫抑制剤、血液細
胞の増殖を促す薬剤、血管形成阻害剤、プロテインチロシンキナーゼ（ＰＴＫ）阻害剤、
付加的抗体、ＦｃγＲII若しくは他のＦｃ受容体阻害剤、又は他の治療薬剤を含む１つ又
はそれ以上の他の予防薬剤又は治療薬剤と組み合わせて投与され得る。
【０１８６】
　「組み合わせ」及び「併用投与」という用語は、実際に同一の時間での予防薬剤又は治
療薬剤の投与に限られない。また、それは、本発明の抗体、及び他の単一の薬剤又は複数
の薬剤は、本発明の抗体又は他の単一の薬剤若しくは複数の薬剤のいずれかのみを用いて
治療に対して増大される効果を得るために、それらが共に作用するように時間間隔内で連
続して投与されることを意味する。一実施形態において、その抗体及び他の単一の薬剤又
は複数の薬剤は、相加的に作用する。また、例えばそれらは相乗的に作用する。そのよう
な分子は、意図する目的のための効果がある量の組み合わせで適当に存在する。熟練した
開業医は、経験的に、又は薬剤の薬物動態及び作用形態を考えることにより、それぞれの
治療薬剤の好ましい用量又は各用量、及び投与の好ましいタイミング及び方法を決定でき
る。
【０１８７】
　一実施形態において、本発明の抗体は、抗体又はＦｃを含む１つ又はそれ以上の付加的
分子と共に投与され得る。本発明の抗体は、同一の病気又は付加的な合併症の治療効果を
有する１つ又はそれ以上の他の抗体と併用投与され得る。例えば、所定の癌腫で過剰発現
された２つの抗原を認識する２つの抗体が投与され得る。
【０１８８】
　一実施形態において、本発明の抗体は、化学療法剤と共に投与され得る。本明細書にお
いて用いられる「化学療法剤」とは、癌の治療に有益な化合物を意味する。化学療法剤の
例は、以下のものに限られないが、チオテパ及びシクロホスファミド等のアルキル化剤、
ブスルファン、インプロスルファン及びピポスルファン等のスルホン酸アルキル、カルス
テロン等のアンドロゲン、プロピオン酸ドロスタノロン、エピチオスタノール、メピチオ
スタン、テストラクトン,アミノグルテチミド、ミトタン及びトリロスタン等の抗副腎剤
、フルタミド、ニルタミド、ビカルタミド、ロイプロリド及びゴセレリン等の抗アンドロ
ゲン、アクラシノマイシン、アクチノマイシン、オースラマイシン、アザセリン、ブレオ
マイシン、カクチノマイシン、カリケアマイシン、カラビシン、カミノマイシン、カルジ
ノフィリン、クロモマイシン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デトルビシン、6-ジ
サゾ-5-オクソ-L-ノルロイシン、ドクソルビシン、エピラビシン、エソルビシン、イダル
ビシン、マルセロマイシン、ミトマイシン、ミコフェノール酸、ノガラマイシン、オリボ
マイシン、ぺプロマイシン、ポルフィロマイシン、プロマイシン、クエラマイシン、ロド
ルビシン、ストレプトニグリン、エトレプトゾシン、ツベルシジン、ウベニミクス、ジノ
スタチン、ゾルビシン等の抗生物質、例えばタモキシフェン、ラロキシフェン、アロマタ
ーゼを阻害する4(5)-イミダゾール、4-ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェン、
ケオキシフェン、LY 117018、オナプリストン及びトレミフェン(ファレストン)を含む抗
エストロゲン剤、メトトレキサート及び5-フルオロウラシル(5-FU)等の代謝抵抗物質、デ
ノプテリン、メトトレキサート、プテロプテリン、トリメトレキサート等の葉酸類似体、
ベンゾドーパ、カルボクオン、メツレドーパ及びウレドーパ等のアジリジン、アルトレタ
ミン、トリエチレンメラミン、トリエチレンホスホルアミド、エチレンチオホスファオラ
ミド及びトリメチルオロメラミンを含むエチレンイミン及びメチルアメラミン、フロリン
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酸等の葉酸補液、クロランブシル、クロルナファジン、クロホスファミド、エストラムス
チン、イホスファミド、メクロレタミン、メクロレタミンオキシドヒドロクロライド、メ
ルファラン、ノブエンビキン、フェネステリン、プレドニマスチン、トロファスミド及び
ウラシルマスタード等のナイトロジェンマスタード、カルムスチン、クロロゾトシン、フ
ォテムスチン、ロムスチン、ニムスチン及びラニムスチン等のニトロ尿素化合物、シスプ
ラチン及びカルボプラチン等の白金アナログ、ビンブラスチン、白金、アルギニンデイミ
ナーゼ及びアスパラギナーゼ等のタンパク質、フルダラビン、6-メルカプトプリン、チア
ミプリン及びチオグアニン等のプリンアナログ、アンシタビン、アザシチジン、6-アザウ
リジン、カルモフール、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタ
ビン、フロクスウリジン及び5-FU等のピリミジンアナログ、例えばパクリタキセル (TAXO
L（登録商標）, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.)及びドセキタル (TA
XOTERE（登録商標）, Rhne-PoulencRorer, Antony, France) 等のタキサン、トポイソメ
ラーゼ阻害剤RFS 2000、チミジル酸合成酵素阻害剤(トムデックス等)、アセグラトンを含
む付加的化学療法剤、アルドホスファミドグリコシド、アミノレブリン酸、アムサクリン
、ベストラブシル、ビスアントレン、エダトレキサート、デホファミン、デメコルシン、
ジアジクオン; ジフルオロメチルオルニチン(DMFO)、エフロルニチン、エリプチニウムア
セテート、エトグルシド、窒化ガリウム、ヒドロキシウレア、レンチナン、ロニダミン、
ミトグアゾン、ミトキサントロン、モピダモール、ニトラクリン、ペントスタチン、フェ
ナメット、ピラルビシン、ポドフィリン酸、2-エチルヒドラジド、プロカルバジン、ＰＳ
Ｋ（登録商標）、ラゾキサン、シゾフラン、スピロゲルマニウム、テヌアゾン酸、トリア
ジクオン、2, 2′,2"-トリクロロトリエチルアミン、ウレタン、ビンデシン、デカルボジ
ン、マンノムスチン、ミトブロニトール、ミトラクトール、ピポブロマン、ガシトシン、
アラビノシド(Ara-C)、シクロホスファミド、チオテパ、クロランブシル、ゲムシタビン
、6-チオグアニン、メルカプトプリン、メトトレキサート、エトポシド(VP- 16)、イホス
ファミド、ミトマイシンＣ、ミトキサントロン、ビンクリスチン、ビノレルビン、ナベル
ビン、ノバントロン、テニポシド、ダウノマイシン、アミノプテリン、ゼローダ、イバン
ドロネート、CPT- 11、レチノイン酸、エスペラミシン並びにカペシタビンを含む。上記
のいずれかの医薬的に許容可能な塩、酸又は誘導体もまた用いられ得る。
【０１８９】
　化学療法剤又は他の細胞毒性剤は、プロドラッグとして投与され得る。本明細書におい
て用いられる「プロドラッグ」とは、親薬剤と比較して腫瘍細胞に対する細胞毒性が少な
く、酵素学的に活性化される又はより活性した親の型に変化されることが可能な医薬活性
物質の前駆又は誘導体を意味する。例えば、Wilman, 1986,Biochemical Society Transac
tions, 615th Meeting Belfast, 14:375- 382; Stella等. "Prodrugs: A Chemical Appro
ach toTargeted Drug Delivery," Directed Drug Delivery;及びBorchardt 等. (ed.): 2
47-267,Humana Press, 1985を参照できる。本発明と共に用いられ得るプロドラッグは、
以下のものに限られないが、より活性した細胞毒性遊離薬剤に変化され得るリン酸塩を含
むプロドラッグ、チオリン酸塩を含むプロドラッグ、硫酸塩を含むプロドラッグ、ペプチ
ドを含むプロドラッグ、Ｄ－アミノ酸修飾型プロドラッグ、グリコシル化プロドラッグ、
ベータラクタムを含むプロドラッグ、任意に置換されたフェニルアセトアミドを含むプロ
ドラッグ又は任意に置換されたフェニルアセトアミドを含むプロドラッグ、５－フルオロ
シトシン、及び他の５－フルオロウリジンプロドラッグを含む。本発明の抗体と共に用い
るためのプロドラッグ型に誘導体化され得る細胞毒性薬剤の例は、上述の化学療法剤のい
ずれか等を含む。
【０１９０】
　他の実施形態において、抗体は、１つ又はそれ以上の免疫調節剤と共に投与される。そ
のような薬剤は、１つ又はそれ以上のサイトカインの生成を増大する若しくは低減し得る
、自己抗原提示を上方又は下方調節し得る、ＭＨＣ抗原をマスクし得る、又は免疫細胞の
１つ又はそれ以上の型の増殖、分化、移動若しくは活性化状態を促進し得る。免疫調節剤
は、以下のものに限られないが、アスピリン、イブプロフェン、セレコキシブ、ジクロフ
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ェナク、エトドラク、フェノプロフェン、インドメタシン、ケトララク、オクサプロジン
、ナブメトン、スリンダク、トルメンチン、ロフェコキシブ、ナプロキセン、ケトプロフ
ェン及びナブメトン等の非ステロイド性抗炎症薬（ＮＳＡＩＤｓ）、ステロイド剤（例え
ば、グルココルチコイド、デキサメタゾン、コルチゾン、ヒドロキシコルチゾン、メチル
プレドニゾロン、プレドニゾン、プレドニゾロン、トリアムシノロン、プロスタグランジ
ンとトロンボキサンとロイコトリエン等のアズルフィジンエイコサノイド、及びアントラ
リンとカルシポトリエンとクロベタゾールとタザロテン等の局所ステロイド）、ＴＧＦｂ
、ＩＦＮα、ＩＦＮβ、ＩＦＮγ、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－１０、サイトカイン、ケ
モカイン、又はＢＡＦＦ、Ｂ７、ＣＣＲ２、ＣＣＲ５、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ６
、ＣＤ７、ＣＤ８、ＣＤ１１、ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ１７、ＣＤ１８、ＣＤ２０、Ｃ
Ｄ２３、ＣＤ２８、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ４４、ＣＤ４５、ＣＤ４０２、ＣＤ６４
、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ１４７、ＣＤ１５２、補体因子(C5, D) CTLA4、エオタキシ
ン、Ｆａｓ、ＩＣＡＭ、ＩＣＯＳ、ＩＦＮα、ＩＦＮβ、ＴＦＮγ、ＩＦＮＡＲ、ＩｇＥ
、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－２Ｒ、ＩＬ－４、ＩＬ－５Ｒ、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ
－９、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１３Ｒ１、ＩＬ－１５、ＩＬ－１８Ｒ、ＩＬ－２
３、インテグリン、ＬＦＡ－１、ＬＦＡ－３、ＭＨＣ、セレクチン、ＴＧＦβ、ＴＮＦα
、ＴＮＦβ、ＴＮＦ－Ｒ１、Enbrel（登録商標）(エタネルセプト)、Humira（登録商標）
(アダリムマブ)及びRemicade（登録商標）(インフリキシマブ)を含むＴ－Ｃｅｌｌ受容体
、異種性抗リンパ球グロブリン、2-アミノ-6-アリル-5 置換ピリミジン等の他の免疫調節
分子、ＭＨＣ結合ペプチド及びＭＨＣ断片の抗イディオタイプ抗体、アザチオプリン、ブ
レキナル、ブロモクリプチン、シクロホスファミド、シクロホスファリンＡ、D-ペニシラ
ミン、デオキシスペルグアリン、ＦＫ５０６、グルタルアルデヒド、金、ヒドロキシクロ
ロクイン、レフルノミド、マロノニトリルアミド (例えばレフルノミド)、メトトレキサ
ート、ミノサイクリン、ミゾリビンミコフェノール酸モフェチル、ラパマイシン、並びに
サルファササジンに対する抗体、可溶性受容体及び受容体－Ｆｃ融合体を含む受容体アン
タゴニストを含む。
【０１９１】
　代替の実施形態において、本発明の抗体は、サイトカインと共に投与される。本明細書
において用いられる「サイトカイン」とは、細胞間媒体として他の細胞群に作用する一細
胞群により放出されるタンパク質の総称を意味する。そのようなサイトカインの例は、リ
ンホカイン、モノカイン及び伝統的なポリペプチドホルモンである。サイトカインには、
ヒト成長ホルモン、Ｎ－メチオニルヒト成長ホルモン及びウシ成長ホルモン等の成長ホル
モン、副甲状腺ホルモン、チロキシン、インスリン、プロインスリン、リラキシン、プロ
リラキシン、濾胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）及び黄体形成
ホルモン（ＬＨ）等のグリコプロテインホルモン、肝臓成長因子、線維芽細胞成長因子、
プロラクチン、胎盤性ラクトゲン、腫瘍壊死因子アルファ及びベータ、ミュラー管抑制因
子、マウスゴナドトロピン結合ペプチド、インヒビン、アクチビン、血管内皮細胞増殖因
子、インテグリン、トロンボポエチン（ＴＰＯ）、ＮＧＦベータ等の神経成長因子、血小
板増殖因子、ＴＧＦアルファ及びＴＧＦベータ等のトランスフォーミング増殖因子（ＴＧ
Ｆｓ）、インスリン様成長因子I及びII、エリスロポエチン（ＥＰＯ）、骨誘導因子、イ
ンターフェロンアルファ、ベータ及びガンマ等のインターフェロン、マクロファージＣＳ
Ｆ（Ｍ－ＣＳＦ）、顆粒球マクロファージＣＳＦ（ＧＭ－ＣＳＦ）及び顆粒球ＣＳＦ（Ｇ
－ＣＳＦ）等のコロニー刺激因子（ＣＳＦｓ）、ＩＬ－１、ＩＬ－１アルファ、ＩＬ－　
２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－
１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２及びＩＬ－１５等のインターロイキン（ＩＬｓ）、ＴＮＦ
アルファ又はＴＮＦベータ等の腫瘍壊死因子、並びＬＩＦ及びｋｉｔリガンド（ＫＬ）を
含む他のポリペプチド因子が含まれる。本明細書において用いられるように、サイトカイ
ンの用語は、天然由来又は組み換え細胞の培養により生じるタンパク質、及び天然配列サ
イトカインの生物活性同等物を含む。
【０１９２】
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　一実施形態において、免疫系の細胞を刺激するサイトカイン又は他の薬剤は、本発明の
抗体と共に併用投与される。そのような治療形態は、所望のエフェクター機能を増強し得
る。例えば、ＩＬ－２等を含むＮＫ細胞を刺激する因子が併用投与され得る。他の実施形
態において、Ｃ５ａ、Ｎ－ホルミル－メチオニル－ロイシル－フェニルアラニン等のホル
ミルペプチド（Beigier-Bompadre 等. (2003) Scand J. Immunol. 57. 221-8）等を含む
マクロファージを刺激する因子が併用投与され得る。また、Ｇ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦ及
びそれらの類似体等を含む好中球を刺激する因子が投与され得る。さらに、インターフェ
ロンガンマ、ＩＬ－３及びＩＬ－７等を含む付加的因子は、１つ又はそれ以上のエフェク
ター機能を促進し得る。
【０１９３】
　代替の実施形態において、エフェクター細胞作用を阻害するサイトカイン又は他の因子
は、本発明の抗体と共に併用投与される。そのような治療の形態は、望まれないエフェク
ター機能を制限し得る。
【０１９４】
　本発明の抗体は、他の治療計画と組み合わせられ得る。例えば、一実施形態において、
本発明の抗体を用いて治療される患者は、放射線治療をも受けてもよい。放射線治療は、
本技術分野で通常用いられ、当業者に周知のプロトコールに従って用いられ得る。そのよ
うな治療は、以下のものに限られないが、セシウム、イリジウム、ヨウ素又はコバルト放
射線を含む。放射線治療は、全身照射がなされてもよく、また、肺、膀胱又は前立腺等の
体内又は体表面における特定の部位又は組織に局所的に照射してもよい。一般に、放射線
治療は、約１週間から２週間の期間にわたって照射される。しかしながら、放射線治療は
、さらに長期間にわたって行われてもよい。例えば、放射線治療は、約６週間から約７週
間の間、頭及び首の癌を有する患者に行われ得る。任意に、放射線治療は、単一の放射線
量又は複数の一連の放射線量が用いられ得る。熟練した開業医は、ここで有益な放射線治
療の好ましい単一の放射線量又は複数の放射線量を経験的に決定できる。本発明の他の実
施形態に従って、本発明の抗体及び１つ又はそれ以上の他の抗癌治療は、エクスビボで癌
細胞を治療するために用いられる。そのようなエクスビボ治療は、骨髄移植、特に自家骨
髄移植に有益となり得ると考えられる。例えば、上記のような抗体及び１つ又はそれ以上
の他の抗癌治療を用いる、癌細胞を含む細胞又は組織の治療は、レシピエントの患者に移
植する前に癌細胞を除去又は実質的に除去するために用いられ得る。
【０１９５】
　本発明の抗体は、手術又は光線療法等のさらなる他の治療技術と組み合わせて用いられ
得ることも当然に考えられる。
【０１９６】
　本発明は、以下の実施例によってさらに説明される。しかしながら、本発明は実施形態
の例示に制限されないことが理解されるべきである。
【０１９７】
　［実施例］
　材料及び方法
　Ａ．菌種及びプラスミド
　Escherichiacoli DH5a (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)は、プラスミドの増幅及び
クローニングのために用いられた。
【０１９８】
　Ｂ．細胞株
　組み換え型ｈｕｍ－ＦＬＴ３特異的抗体誘導体の生成のために用いられるマウス骨髄腫
細胞株Sp2/0-Ag14 (ATCC, American Type Culture Collection, Manassas, VA,USA)は、
１０％ウシ胎児血清 (PAN-Biotech, Aidenbach,Germany)、１％ ペニシリン及びストレプ
トマイシンが添加されたＩＭＤＭ　(PAN-Biotech, Aidenbach, Germany)で培養された。
安定なトランスフェクタントは、１ｍｇ／ｍｌのＧ４１８(Invitrogen, Karlsruhe, Germ
any)を用いて選択された。
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【０１９９】
　マウスＩｇＧ１/抗ヒトＦＬＴ３特異的抗体を分泌するハイブリドーマ細胞株ＢＶ１０
及び４Ｇ８(Dr.H-J. Biihring, UKT Tubingen, Germanyから得た)は、１０％ウシ胎児血
清(PAN-Biotech, Aidenbach,Germany)、１％ペニシリン及びストレプトマイシン(Lonza, 
Basel,Switzerland)が添加されたＲＰＭＩ　１６４０ (PAN-Biotech, Aidenbach,Germany
)で培養された。密度勾配遠心分離法(LSM 1077, Lonza, Basel, Switzerland)により単離
された末梢血単核球（ＰＢＭＣｓ）、ハイブリドーマ細胞及びＮＡＬＭ１６細胞(R. Hand
gretinger, Department ofPediatrics, University of Tubingenから快く贈与された)は
、ＲＰＭＩ　１６４０において保持され、マウスSp2/0-Ag14細胞(ATCC, Manassas, USA)
は、ＩＭＤＭ培地(Lonza)において維持された。全ての培地には、１０％熱不活化ウシ胎
児血清、１００Ｕ／ｍｌペニシリン、１００μｇ／ｍｌストレプトマイシン、１ｍＭピル
ビン酸ナトリウム、非必須アミノ酸、２ｍＭ　Ｌ－グルタミン及び５７ｎＭβ－メルカプ
トエタノールが添加されていた。
【０２００】
　Ｃ．ＦＬＴ３トランスフェクタント
　ヒトＦＬＴ３の全長ｃＤＮＡ(GenBank #BC 126350)は、ImaGenes, Berlin,Germanyから
得られた。そのｃＤＮＡは、付加されたＢａｍＨＩ－及びＸｂａＩ－制限酵素部位を用い
てｐｃＤＮＡ３ベクターの中にクローニングされ、エレクトロポレーションによりSp2/0-
Ag14 細胞にトランスフェクションされた。
Ｄ．抗体及びフローサイトメトリー
　CD33-PE-Cy5(クローンWM53)、CD34-APC (クローン581)、CD-45-FITC (クローン HI30)
、CD123- PE-Cy5 (クローン 9F5)、CDl lc-PE (クローンB-ly6)及びアイソタイプ対照抗
体は、BD Biosciences (Heidelberg,Germany)から購入され、the CD303-FITC 抗体は、Mi
ltenyi Biotech (Bergisch-Gladbach, Germany)から購入された。全ての抗体は、４℃で
３０分間細胞と共にインキュベートされた。間接免疫蛍光法のために、PE- 又はAPC-結合
が結合されたヤギ-抗マウスF(ab)2-断片及びヤギ-抗ヒトF(ab)2-断片のそれぞれが用いら
れた(Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA)。いくつかの試験において、我々は、
最終ステップで標識抗体を加える多次元分析のために、間接及び直接免疫蛍光法を組み合
わせた。細胞は、FACSCanto II又はFACSCalibur(Becton Dickinson)で分析された。間接
免疫蛍光法(QIFIKIT)の定量分析のためのビーズは、Dako (Hamburg,Germany) から購入さ
れ、製造業者のプロトコールに従って用いられた。ヒト化抗体の定量化のために、適当な
ビーズは、得られなかった。従って、特定蛍光指数（ＳＦＩ）は、４Ｇ８ＳＤＩＥＭを用
いて得られた蛍光強度を、結合しないＳＤＩＥ修飾対照抗体９．２．２７を用いて検出さ
れた平均蛍光強度により割ることによって算出された。これらの試験のために、Lynx rap
id PE antibody conjugation kit (AbDSerotec, Dusseldorf, Germany)を用いて生成され
たＰＥ結合抗体が用いられた。組み換え型ＦＬＴ３リガンド（ｒＦＬＴ３Ｌ）は、Peprot
ech EC(London, Great Britain)から購入された。競合試験のために、種々の濃度のｒＦ
ＬＴ３Ｌは、ＮＡＬＭ１６細胞、及びＢＶ１０ＳＤＩＥＭ又は４Ｇ８ＳＤＩＥＭ（１μｇ
／ｍｌ）と共に４℃で３０分間インキュベートされ、間接免疫蛍光法及びフローサイトメ
トリーにより分析された。
【０２０１】
　Ｅ．３[Ｈ]－メチル－チミジン取込みアッセイ
　２ｘ１０５のＡＭＬ芽細胞は、９６ｗｅｌｌプレートにトリプリケートで播種され、種
々の濃度の最適化された抗体と共に培養された。２４時間後、細胞は、３[Ｈ]－メチル－
チミジン（０．５μＣｉ／ｗｅｌｌ）を用いてさらに２０時間処理され、フィルタマット
で回収された。組み込まれた放射活性は、2450 Microplate counter (Perkin Elmer, Wal
tham, USA)で液体シンチレーション計測により測定された。
【０２０２】
　Ｆ．５１[Ｃｒ]　放出アッセイ
　ＮＡＬＭ１６細胞及び初代培養ＡＭＬ芽細胞は、標的として用いられた。白血病患者の
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ＰＢＭＣ調製液から芽細胞及びエフェクター細胞を分離するために、細胞はＣＤ３４及び
ＣＤ３３マイクロビーズで標識され、ＬＤカラムで製造業者(Miltenyi Biotec)のプロト
コールに従って分離された。消極的に選択されるエフェクター細胞群中に混入した芽細胞
の数は、ＦＡＣＳ分析により測定され、最初の芽細胞の混入に従って１％と１０％との間
で変化された。いくつかの試験において、標識されたＤＣｓは、標的細胞として用いられ
た。クロム放出アッセイは、以前に記載されたように行われた(Otz T, Grosse-HovestL, 
Hofmann M, Rammensee HG, Jung G. A bispecific singlechain antibodythat mediates 
target cell-restricted, supra- agonistic CD28 stimulation andkilling of lymphoma
 cells. Leukemia. 2009;23(l):71-77)。簡単に、標識された標的細胞及びＰＢＭＣは、
種々の濃度の抗体の存在下で、また、ＰＢＭＣ：標的の比が５０：１で、９６ｗｅｌｌ平
底プレートに３７℃で４又は８時間培養された。特定の５１[Ｃｒ]放出の割合は、[cpm (
test)-cpm (spontaneous) / [cpm (triton lysis)] -cpm (spontaneous)]の式によって算
出された。白血病芽細胞が標的として用いられた場合、抗体でなくエフェクター細胞を追
加することは、いくつかの試験において５１[Ｃｒ]の自然放出を低減し、特異的放出の負
の値が生じる。
【０２０３】
　Ｇ．抗原シフト
　ＮＡＬＭ１６細胞又はＡＭＬ芽細胞は、ＲＰＭＩ１６４０培地において、種々の濃度の
４Ｇ８ＳＤＩＥＭ又はＢＶ１０ＳＤＩＥＭと共に培養された。２４又は４８時間後に、細
胞は氷冷ＦＡＣＳバッファーにより洗浄され、飽和濃度の４Ｇ８ＳＤＩＥＭ（２μｇ／ｍ
ｌ）と共に４℃で３０分間培養され、ＰＥ結合ヤギ抗ヒトＦ（ａｂ）２－断片により染色
され、ＦＡＣＳにより分析された。ＦＬＴ３の相対表面発現は、抗体の非存在下で前培養
された細胞の平均蛍光強度を１００％と規定して算出された。
【０２０４】
　Ｈ．樹状細胞（ＤＣ）の単離及び成熟
　ＤＣｓは、blood DC isolation kit IIを用いて、製造業者 (MiltenyiBiotec)のプロト
コールに従って、健康な個体の軟膜調製液から単離された。骨髄（ｍＤＣ）及び形質細胞
（ｐＤＣ）サブセットは、CD11c-PE、CD303-FITC及びCD123-PE-Cy5抗体の混合物を用いて
染色された。インビボにおけるｍＤＣの生成のために、健康な個体の１×１０８のＰＢＭ
Ｃｓは、１０ｍｌのＸ－Ｖｉｖｏ１５培地(Gibco, Darmstadt, Germany)に播種された。
３７℃で２時間培養後、接着細胞は、５０ｎｇ／ｍｌのＧＭ－ＣＳＦ及びＩＬ－４（２０
ｎｇ／ｍｌ）が添加されたＲＰＭＩ１６４０培地で５日間培養された。６日目に、ＬＰＳ
（１００ｎｇ／ｍｌ）が加えられた。細胞は、７日目に回収され、フローサイトメトリー
により分析された。
【０２０５】
　Ｉ．コロニー形成単位アッセイ
　骨髄細胞は、股関節手術を受けている患者から大腿骨頭の洗浄により得られた。その細
胞は、密度勾配遠心分離法により精製され、５μｇ／ｍｌの４Ｇ８ＳＤＩＥＭ又は９．２
．２７ＳＤＩＥを含むＲＰＭＩ１６４０に１０７／ｍｌで播種された。培養の２４時間後
、細胞は、（５μｇ／ｍｌ）メチルセルロース培地を含む抗体の中に移された(10000cell
s/ml, MethoCult H4434 classic, Stemcell Technologies, Grenoble, France)。そのア
ッセイは、トリプリケートで行われた。１２日後、コロニーは、カウントされ、分類され
た。
【０２０６】
　実施例１：ＦＬＴ３特異的抗体からの未知配列の同定
　Ａ．Ｖ領域をコードするＤＮＡのクローニング
　Ｖ領域のクローニングは、ＰＣＲにより行われた。多くの技術は、ｍＲＮＡから開始し
、抗体のＶ領域の類似性が用いられる(Kabat, E.A., Wu, T.T., Reid-MOller, M., Perry
, H.M., Gottesman,K.S. Sequences of Proteins of immunological interest, 4th ed. 
U.S. Department of Health and HumanServices, Public Health Service, National Ins
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titute of Health, Bethesda, MD.1987)。それは、ＰＣＲ増幅の可能性のために、縮重プ
ライマーがデザインさせる(Larrick, J.W., Daniellson,L., Brenner, C.A., Wallace, E
.F., Abrahamson, M., Fry, K.E., Borrebaeck, C.A.K. Polymerase chain reaction use
d mixedprimers: cloning of a human monoclonal antibody variable region genes fro
msingle hybridoma cells. Bio/Technology 7: 934-938, 1989; Orlandi, R., Giissow, 
D.H.,Jones, P.T., Winter, G. Cloning immunoglobulin variable domains for express
ionby the polymerase chain reaction. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 3833-3837,19
89)。しかしながら、完全なＶレパートリーの不偏性の増幅は、非常に複雑な一連の縮重
プライマーを必要とする(Marks J.D., Hoogenboom H.R., Bonnert T.P., McCafferty J.,
Griffiths A.D., Winter G. By-passing immunization. Human antibodies from V-gene 
librariesdisplayed on phage. J. Mol. Biol.222: 581-597, 1991)。非定型配列を有す
るＶ領域のクローニングは、まだこのアプローチにより可能でないかもしれない。さらに
、元の配列は、そのプライマーによりカバーされるそれらの部分において、失われるだろ
う。それらの領域のアミノ酸は、ＣＤＲ領域の正確な折り畳み構造に寄与するように考え
られる(Chothia, C, Lesk,A.M., Tramontano, A., Levitt, M., Smith-Gill, S J., 等. 
Conformations of immunoglobulin hypervariableregions. Nature, 342: 877-883, 1989
)。この理由のために、縮重プライマーの使用によるＶ領域のクローニングは、抗体の親
和性を低減することを引き起こすことができた。これらの潜在的な問題を回避するための
方法は、抗体の既知の定常領域配列に合うプライマーを用いた逆ポリメラーゼ連鎖反応（
ｉＰＣＲ）により抗体の両方の鎖をクローン化することである。そのクローニング方法は
、図１に模式的に示される。
【０２０７】
　細胞質のＲＮＡｓは、細胞質のＲＮＡのみの単離のための改変されたプロトコールを適
用してRNeasy Kit (Qiagen, Hilden, Germany)を用いて、ハイブリドーマ細胞株ＢＶ１０
及び４Ｇ８(Rappold I., Ziegler B.L., Kdhler I., Marchetto S., Rosnet 0-, Birnbau
m D., SimmonsP.J., Zannettino A.C., Hill B., NeuS., Knapp W., Alitalo R., Alital
oK., Ullrich A., Kanz L., Bilhring H.J. Functional and phenotypic characterizati
on ofcord blood and bone marrow subsets expressing FLT3 (CD 135) receptor tyrosi
nekinase. Blood, 90: 111-125, 1997)から調製された。
【０２０８】
　オリゴ(dT)15プライマーを用いて、２本鎖ｃＤＮＡ（ｄｓ－ｃＤＮＡ）は、cDNA Synth
esis System (Roche, Mannheim,Germany)を用いて０．３－２μｇのｍＲＮＡから調製さ
れた。さらに具体的に、ＤＮＡ鎖における平滑末端の形成を可能とするために、ｄｓ－ｃ
ＤＮＡは、Ｔ４－ＤＮＡポリメラーゼと共にインキュベートさせた。その反応混合液は、
等量のフェノール－クロロホルム－イソアミルアルコール（２５：２４：１）を用いて、
１度抽出され、エタノールを用いて沈殿された。溶解されたｄｓ－ｃＤＮＡペレットは、
ｃＤＮＡを環状化させるためにT4 DNA ligase (Roche, Mannheim, Germany)と共にインキ
ュベートされた(Uematsu Y. A novel and rapid cloningmethod for the T-cell recepto
r variable region sequences. Immunogenetics,34:174-178, 1991)。３‘ポリ（Ａ）テ
イルは、環状化によりｃＤＮＡの未知の５’末端に結合される。
【０２０９】
　Ｂ．イムノグロブリン可変領域ｃＤＮＡのＰＣＲ増幅
　ｉＰＣＲ反応における２つの外側に向いた定常領域に特異的なプライマー（図１に要約
）の使用は、再構成された軽鎖及び重鎖の遺伝子断片の全体ｃＤＮＡの増幅を可能とした
。１－５μｌの環状化ｄｓ－ｃＤＮＡは、軽鎖の増幅のためのＣｋ－ｆｏｒ及びＣｋ－ｂ
ａｃｋのプライマー対、並びに重鎖の増幅のためのｇａｍｍａｌ－ｆｏｒ及びｇａｍｍａ
ｌ－ｂａｃｋのプライマー対を有する５０μｌのstandard PCR reaction (HotStar Taq D
NA Polymerase, Qiagen,Hilden, Germany)に含まれた。４０増幅サイクルは、以下の条件
で行われた：９４℃で３０秒、５６℃で１分、７２℃で２分３０秒。その増幅で生じた産
物は、完全Ｖ領域、５‘ＵＴ領域、ｐＡテイル、３’ＵＴ領域を含み、定常領域配列に隣
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接される。逆ＰＣＲから得られたＤＮＡは、１％アガロースゲルにおいて分離された。対
応するサイズのＤＮＡバンド(軽鎖は約1000 bp; 重鎖は約1600 bp)は切り出され、標準的
な技術により単離され(Maniatis 等. 1982)、pGEM-T Easy vector(Promega, Madison, WI
, USA)の中にクローニングされた。配列決定のために、ベクターシステムのための標準プ
ライマー及びイムノグロブリン定常領域特異的プライマー(軽鎖: k-forl及びk-for2; 重
鎖: CGl-forl,CGl-for2, CGl-revl, CGl-rev2)が用いられた(表１を参照)。
【０２１０】
【表１】

 
【０２１１】
　従って、マウス抗体４Ｇ８の完全軽鎖及び重鎖(軽鎖アミノ酸配列はSEQ ID NO: 15に示
され、可変ドメイン(SEQ ID NO:13)を含み、可変ドメインはＣＤＲ１(SEQ ID NO:1)、Ｃ
ＤＲ２(SEQ ID NO:2)及びＣＤＲ３(SEQ ID NO:3)を含む；重鎖アミノ酸配列は、SEQ ID N
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O: 16に示され、可変ドメイン(SEQ ID NO: 14)を含み、可変ドメインは、ＣＤＲ１(SEQ I
D NO:4)、ＣＤＲ２(SEQ ID NO:5)及びＣＤＲ３(SEQ ID NO:6)を含む)と、マウス抗体ＢＶ
１０の完全軽鎖及び重鎖(軽鎖アミノ酸配列はSEQ ID NO: 31に示され、可変ドメイン(SEQ
 ID NO:29)を含み、可変ドメインはＣＤＲ１(SEQ ID NO:7)、ＣＤＲ２(SEQ ID NO:8)及び
ＣＤＲ３(SEQ ID NO:9)を含む；重鎖アミノ酸配列は、SEQ ID NO: 32に示され、可変ドメ
イン(SEQ ID NO: 30)を含み、可変ドメインは、ＣＤＲ１(SEQ ID NO:10)、ＣＤＲ２(SEQ 
ID NO:11)及びＣＤＲ３(SEQ ID NO:12)を含む)とが同定された。マー(軽鎖: k-forl及びk
-for2; 重鎖: CGl-forl, CGl-for2, CGl-revl,CGl-rev2)が用いられた(表１を参照)。
【０２１２】
　マウス抗体４Ｇ８の軽鎖は、SEQ ID NO: 19に示されるヌクレオチド配列によりコード
されており (完全ｃＤＮＡ配列は、SEQ ID NO:20に示す)、可変ドメインは、SEQ ID NO: 
18に示されるヌクレオチド配列によりコードされる。
【０２１３】
　マウス抗体ＢＶ１０の軽鎖は、SEQ ID NO: 35に示されるヌクレオチド配列によりコー
ドされており (完全ｃＤＮＡ配列は、SEQ ID NO:36に示す)、可変ドメインは、SEQ ID NO
: 33に示されるヌクレオチド配列によりコードされる。マウス抗体ＢＶ１０の重鎖は、SE
Q ID NO: 37に示されるヌクレオチド配列によりコードされており (完全ｃＤＮＡ配列は
、SEQ ID NO:38に示す)、可変ドメインは、SEQ ID NO: 34に示されるヌクレオチド配列に
よりコードされる。
【０２１４】
　実施例２：キメラＦＬＴ３特異的抗体及びそれらの誘導体の構築及び発現
　組み換え型抗体の第２の構築ステップにおいて、クローン化されたＶ領域は、発現ベク
ター内におけるＣ領域と結合された。ここで行われたクローニング方法では、完全ＩｇＶ
領域を導入させ、それらのアミノ酸配列の変更なく、リンパ系細胞でそれらを発現させた
。このため、実施例１で得られたアンプリコンのヌクレオチド配列は、配列決定法（表１
のプライマー）によってサブクローニング後に決定され、プライマー対（ＣＣ’;ＤＤ’
；表２）の設計のために用いられた。Ｖ部分の再増幅されたＤＮＡ断片は、適当な制限酵
素（表２にまとめられている）を用いて切断され、その後、発現ベクターの中に結合され
た。そのベクター（図２及び３）は、ヒト軽鎖及び重鎖定常領域遺伝子を含む。従って、
増幅され、再切断されたＶ部位の挿入物は、Ｖ領域のアミノ酸を変更することなく、ベク
ターにおけるＩｇ遺伝子の本体のゲノム構成を再構築する。
【０２１５】
　軽鎖の親ベクターは、マウス軽鎖のＶｊ領域及びヒトκ遺伝子のＣ領域を含む。制限酵
素部位は、軽鎖ＸｈｏＩ－ＳｐｅＩ断片をモノクローナル抗体ＢＶ１０若しくは４Ｇ８又
は他のモノクローナル抗体の軽鎖の適当なＶＪ断片と置換するために、必要とされる位置
（ＸｈｏＩ及びＳｐｅＩ）に導入された。断片の置換に関連する領域は、図２に拡大され
て示される。置換される断片は、リーダー配列の第２エクソン、フレーム融合に適当な部
位（ＸｈｏＩ）、ＶＪ領域及び制限酵素部位ＳｐｅＩを有する第２イントロンの部分を含
む。
【０２１６】
　重鎖の元のベクターは、ヒトγ１アイソタイプＩｇ重鎖を含む。制限酵素部位は、Ａａ
ｔII－ＣｌａＩ断片をノクローナル抗体ＢＶ１０若しくは４Ｇ８又は他のモノクローナル
抗体の重鎖のＶＤＪ断片と置換するために、イントロンＩ及びIIの必要とされる位置に導
入された。ＶＤＪ断片をクローニングするのに関連する領域は、図３ａに拡大されて示さ
れている。置換される断片は、ＡａｔII制限酵素部位を有する第１イントロンの部分、リ
ーダー配列の第２エクソン、ＶＤＪ領域及び制限酵素部位ＣｌａＩを有する第２イントロ
ンの部分を含む。定常領域の全てのエクソンの置換のために、制限酵素部位は、イントロ
ンII（ＭｌｕＩ）及びイントロンVI（ＳｐｅＩ）における必要とされる部位に導入された
。置換されるＭｌｕＩ－ＳｐｅＩ断片（図３ｂに拡大されて示されている）は、ヒトγ１
重鎖の全体の定常領域、及び（Ｓｅｒ２３９－Ａｓｐ；Ｉｌｅ３３２－Ｇｌｕ）で示され
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るようなＣＨ２ドメインにおける２つのアミノ酸変異を含む。
【０２１７】
　さらに、発現ベクターを用いて、ヒトＩｇγ１アイソタイプ（ＭｌｕＩ－ＳｐｅＩ断片
；図３を参照）を、全ての他の抗体アイソタイプの定常領域と、又は最適化若しくは低減
されたエフェクター機能を有するＦｃ部分と置換することができる。ＡＤＣＣを引き起こ
すために最適化された抗体の場合、Ｓ２３９Ｄ及びＩ３３２Ｅ（Ｋａｂａｔの方法に従っ
たアミノ酸位置）置換は、ヒトγ１定常領域のＣＨ２ドメインに導入された。これは、La
zar 等の論文(Lazar G.A., Dang W, Karki S, Vafa O, Peng J.S., Hyun L, Chan C, Chu
ng H.S., EivaziA, Yoder S.C., Vielmetter J, Carmichael D.F., HayesR.J., Dahiyat 
B.I. Engineered antibody Fc variantswith enhanced effector function. Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA 103: 4005-4010,2006)に従って行われた。
【０２１８】
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【表２】

【０２１９】
　従って、キメラ抗体４Ｇ８及びＢＶ１０、並びにＦｃ最適化変異体ＳＤＩＥ４Ｇ８及び
ＳＤＩＥ ＢＶ１０が得られた。これらは、以下のアミノ酸及びヌクレオチド配列を備え
ている。
【０２２０】
　キメラ抗体４Ｇ８：SEQ ID NO:23に示され、SEQ ID NO:24に示されるヌクレオチド配列
によりコードされる軽鎖アミノ酸配列、SEQ ID NO:25に示され、SEQ ID NO:26に示される



(60) JP 5944831 B2 2016.7.5

10

20

30

40

50

ヌクレオチド配列によりコードされる重鎖アミノ酸配列。
【０２２１】
　ＳＤＩＥ ４Ｇ８（キメラ、Ｆｃ最適化抗体）：SEQ ID NO:23に示され、SEQ ID NO:24
に示されるヌクレオチド配列によりコードされる軽鎖アミノ酸配列、SEQ ID NO:27に示さ
れ、SEQ ID NO:28に示されるヌクレオチド配列によりコードされる重鎖アミノ酸配列。
【０２２２】
　キメラ抗体ＢＶ１０：SEQ ID NO:39に示され、SEQ ID NO:40に示されるヌクレオチド配
列によりコードされる軽鎖アミノ酸配列、SEQ ID NO:41に示され、SEQ ID NO:42に示され
るヌクレオチド配列によりコードされる重鎖アミノ酸配列。
【０２２３】
　ＳＤＩＥ ＢＶ１０（キメラ、Ｆｃ最適化抗体）：SEQ ID NO:39に示され、SEQ ID NO:4
0に示されるヌクレオチド配列によりコードされる軽鎖アミノ酸配列、SEQ ID NO:43に示
され、SEQ ID NO:44に示されるヌクレオチド配列によりコードされる重鎖アミノ酸配列。
【０２２４】
　実施例３：抗ＦＬＴ３抗体の発現及び精製
　骨髄腫細胞株Ｓｐ２／０へのキメラ重鎖及び軽鎖（ＩｇＧ１／κ）、又は変異重鎖をコ
ードする発現ベクターのコトランスフェクションは、ヒトＲＥＨ細胞においてＦＬＴ３に
特異的に結合できるキメラモノクローナル抗体を分泌する安定的なトランスフェクトーマ
、及びＦＬＴ３トランスフェクタント（Ｓｐ２／０）を産生した。
【０２２５】
　キメラ抗体は、プロテインＡでの親和性クロマトグラフィーにより細胞培養上清から精
製された。
【０２２６】
　実施例４：抗ＦＬＴ３抗体のＡＤＣＣエフェクター機能
　Ｆｃ最適化されたキメラ抗ＦＬＴ３抗体４Ｇ８－ＳＤＩＥ及びＢＶ１０－ＳＤＩＥのＡ
ＤＣＣエフェクター機能は、Ｆｃ最適化されていないその対応するキメラ抗体と比較して
（図４Ａ及びＢ）、また、同様のＦｃ変異を備えたキメラ抗ＮＧ２抗体(図４Ｃ)の ＡＤ
ＣＣエフェクター機能は、クロム放出アッセイを用いて確認された。さらに、４Ｇ８－Ｓ
ＤＩＥ及び刺激されていないＰＢＭＣｓの殺細胞活性は、親マウス抗体４Ｇ８と比較して
、急性骨髄性白血病のヒト患者から単離されたＡＭＬ芽細胞において示された（図５）。
用いられた標的細胞は、以下の通りである。
【０２２７】
　ＮＡＬＭ１６：急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）細胞株、供給者：Department of Pediat
ric Oncology, UniversiLyof Tiibingen, original characterization: Minowada J 等. 
J Cancer Res Clin Oncol 101 :91-100 (1981)。
【０２２８】
　ＳＫ－Ｍｅｌ６３：ヒト黒色腫細胞株、元の供給者：Dr. A. Knuth, Nordwestkrankenh
ausFrankfurt/Main, Germany。
【０２２９】
　ＳＧ３：密度勾配遠心分離法により急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）の患者の末梢血から単
離された白血病細胞；Dr. H. Salih, Department of MedicalOncology, University of T
iibingenにより供給された。
【０２３０】
　用いられたエフェクター細胞は、正常で健康なドナーの血液から単離された末梢血単核
球（ＰＢＭＣｓ）であった。
【０２３１】
　クロム放出アッセイは、以下のように行われた：１０６の標的細胞は、クロム酸ナトリ
ウム（５１Ｃｒ、１５０μＣｉ／ｍｌ）を用いて１時間標識され、洗浄され、９６ｗｅｌ
ｌマイクロタイタープレートに播かれた（１ｗｅｌｌ毎に１００００ｃｅｌｌ）。ＰＢＭ
Ｃ及び抗体が、その後、示された濃度で加えられた。４時間後及び２０時間後にそれぞれ
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の上清は、回収され、MicroBeta Counterでカウントされた。細胞毒性は、標準式：%特定
 51Cr-放出 = (試験に基づく放出- 自然放出) : (総放出 - 自然放出) x 100に従って決
定された。自然放出及び総放出は、２％ Triton-X100を有する培地及び有しない培地のそ
れぞれにおいて標的細胞を培養することにより測定された。
【０２３２】
　図４及び図５に示された結果は、キメラ抗Ｆｌｔ３抗体４Ｇ８及びＢＶ１０の重鎖のＣ
Ｈ２ドメインの中へのＦｃ変異Ｓ２３９Ｄ及びＩ３３２Ｅの導入は、両方の抗体において
顕著な殺細胞活性を引き起こすことができることを明白に示す。これらの結果を比較して
、キメラ抗ＮＧ２抗体の中への同一の変異の導入は、そのような効果が見られなかった。
従って、用いられた２つの変異が所定の抗体に殺細胞活性を与えるという一般原則はなく
、むしろそれぞれのモノクローナル抗体において注意深く選択されなければならない。
【０２３３】
　実施例５：組み換え型のＦｃ最適化抗体の産生及び精製
　マウス抗体ＢＶ１０及び４Ｇ８（共にＩｇＧ１／κ）のｍＲＮＡは、RNeasy Kit (Qiag
en, Hilden, Germany)を用いてハイブリドーマから単離された。重鎖（ＶＤＪ）及び軽鎖
（ＶＪ）の未知の可変領域は、軽鎖(Ck-for (SEQ ID NO:47); Ck-back (SEQ ID NO:48)) 
及び 重鎖 (gammal-for (SEQ ID NO:45); gammal-back (SEQ IS NO:46)のマウス定常領域
遺伝子の特異的プライマーを用いて、以前に述べられたように(Herrmann T, Grosse-Hove
st L, Otz T, Krammer PH, Ramrnensee HG, Jung G. Construction of optimized bispec
ific antibodies for selective activation of the deathreceptor CD95. Cancer Res. 
2008;68(4):1221-1227)生成された逆ＰＣＲアンプリコンの配列決定により同定された。I
gG2a/K CSPG4抗体を産生するハイブリドーマ９．２．２７(GenBank: #AJ459796; #AJ4597
97)からの可変領域遺伝子のクローニングも、以前に述べられている(Grosse-Hovest L, H
artlappI, Marwan W, Brem G, Ramrnensee HG, Jung G. A recombinant bispecificsingl
e-chain antibody 
induces targeted,supra-agonistic CD28- stimulation and tumor cell killing. Eur J
 Immunol. 2003 ;33(5): 1334-1340)。キメラ化され最適化された抗体の生成のために、
ＶＪ及びＶＤＪ要素は、表２に挙げられたオリゴヌクレオチドを用いて再増幅され、図２
及び図３に示されるように真核性の発現ベクターの中にクローン化された。さらに、アミ
ノ酸は、Ｓ２３９Ｄ及びＩ３３２Ｅで置換し、最適化Ｇ１Ｆｃ部分は、アミノ酸配列PTHV
NVSVVMAE (ヒトIgα1尾部のアミノ酸 #455-466 ) (SEQ ID NO: 67)、及びc-myc エピトー
プEQKLISEEDLLR (SEQ IDNO:68) (Evan GI, Lewis GK, Ramsay G, Bishop JM. Isolation 
of monoclonal antibodies specificfor human c-myc proto-oncogene product. Mol Cel
l Biol.1985;5(12):3610-3616)から由来されたＣ末端Ｍタグ(PTHVNVSVVMAEEQKLISEEDLLR 
; SEQ ID NO: 66)を含む。組み換え型抗体、並びに親マウス４Ｇ８及びＢＶ１０は、それ
ぞれプロテインＡ親和性クロマトグラフィー(GE Healthcare, Munich, Germany)を用いて
、トランスフェクタント及びハイブリドーマ細胞の培養上清から精製された。４Ｇ８ＳＤ
ＩＥＭの場合、大きいバッチの抗体（１５ｇ）は、発酵のための100 L biowave reactor 
(Sartorius; Goettingen, Germany)及びプロテインＡ、イオン交換及び疎水性相互作用ク
ロマトグラフィー(MabSelect Sure and CaptoAdherecolumns, GE Healthcare, Munich, G
ermany)による精製のためのAkta Ready systemを含む使い捨ての技術を用いて、ＧＭＰに
適応したクリーンルームにおいて生成された。
【０２３４】
　実施例６：ＦＬＴ３特異性及び抗体結合親和性
　親マウス抗体４Ｇ８及びＢＶ１０は、最初に説明され、ＦＬＴ３タンパク質を認識する
として特徴付けられていた(Rappold I, Ziegler BL, Kohler I,等. Functional and phen
otypic characterization of cord blood and bonemarrow subsets expressing FLT3 (CD
135) receptor tyrosine kinase. Blood.1997;90(1):111-125)。図７Ａは、両方のＳＤＩ
ＥＭ変異抗体がトランスフェクションされたマウスＳｐ２／０細胞においてこのタンパク
質に結合することを示す。図７Ｂにおいて、２つの抗体がＦＬＴ３陽性ヒトＮＡＬＭ１６
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細胞に結合することが、フローサイトメトリーにより評価される。抗体は互いにクロスブ
ロックすることなく（データは示さず）、従って、２つの空間的に分離されたＦＬＴ３タ
ンパク質のエピトープを認識する。両方の抗体は、１μｇ／ｍｌ以下の濃度で、ＮＡＬＭ
１６におけるＦＬＴ３分子に対して飽和した。キメラ化４Ｇ８抗体の結合は、ＢＶ１０よ
りも強かった。マウス親４Ｇ８及びＢＶ１０の結合が比較されると、似ていることが観察
されたので（図７Ｃ）、それはキメラ化又は最適化に起因しない。キメラ化抗体及びＳＤ
ＩＥＭ変異キメラ抗体の結合の差は検出されなかった（図７Ｂ）。９．２．２７ＳＤＩＥ
と呼ばれるＳＤＩＥ－変異抗体は、表面抗原が結合した黒色腫を標的とし、ＮＡＬＭ１６
細胞に結合せず、この試験及びその後の試験において陰性対照として用いられた。
【０２３５】
　実施例７：ＦＬＴ３リガンド（ＦＬＴ３Ｌ）の結合との競合
　一般に、天然リガンドの結合との干渉は、抗体の治療効果に寄与し得る。図８Ａは、Ｎ
ＡＬＭ１６細胞で組み換え型ＦＬＴ３Ｌが４Ｇ８ＳＤＩＥＭの結合を部分的に阻害するが
、ＢＶ１０ＳＤＩＥＭの結合を阻害しないことを示し、４Ｇ８抗体の結合部位がＦＬＴ３
リガンドの結合部位に近接していることを示唆する。従って、３人の異なる患者の白血病
芽細胞の自然増殖における４Ｇ８ＳＤＩＥＭの効果は、対照として非結合ＳＤＩＥ－変異
９．２．２７抗体を用いてインビトロで評価された。初代培養ＡＭＬ細胞同士の自然増殖
が実質的に異なる一方、細胞増殖における抗体の顕著な効果は観察されなかった(図８Ｂ)
。
【０２３６】
　実施例８：抗体依存性細胞毒性
　図９は、ＮＡＬＭ１６細胞に対するＰＢＭＣｓのＡＤＣＣ活性がＳＤＩＥＭ変異抗体の
存在下において、その非変異キメラ抗体の存在下と比較して顕著に増強されていることを
示す。いくつかの試験において、非変異及びＳＤＩＥＭ変異抗体によって、同等の溶解を
達成するために必要な濃度は、少なくとも１００倍異なった。４Ｇ８ＳＤＩＥＭ抗体によ
る死滅は、ＢＶ１０ＳＤＩＥＭにより達成される死滅よりも顕著に良好であり、特に低濃
度において良好であった。これは、ＢＶ１０のより低い結合活性とある程度対応する（図
７）。
【０２３７】
　図１０Ａにおいて、４Ｇ８ＳＤＩＥＭのＡＤＣＣ活性は、３人の異なる健康なドナー（
＃１－３）のＰＢＭＣｓを用いて示される。これらの試験において、ＳＤＩＥ変異ｍＡｂ
９．２．２７は、陰性対照として用いられた。この試薬の存在下における細胞溶解活性は
、０％から２０％の差異があった抗体の非存在下におけるＮＫ細胞の細胞溶解活性を超え
なかった。図１０Ｂにおいて、３人の異なる患者の白血病芽細胞に対する健康なドナー（
＃２）のＰＢＭＣｓのＡＤＣＣ活性が示される。１細胞ごとに４０００、４５００及び３
２００のＦＬＴ分子をそれぞれ有するこれらの芽細胞（ＡＭＬ＃１、ＡＭＬ＃２、ＡＭＬ
＃７）に対して媒介されたＡＤＣＣ活性は、培養されたＮＡＬＭ１６細胞に対するその活
性よりも小さいことが示された。明確に検出可能になるために４時間よりむしろ８時間必
要であった。一般に、ＮＡＬＭ１６細胞及び白血病芽細胞に対するＡＤＣＣ及びＮＫ活性
は、８時間以降に増加傾向にある。しかしながら、初代培養芽細胞を用いると、自然のク
ロム放出が増大することにより試験時間をさらに延長することは困難であった。
【０２３８】
　次に、自己芽細胞に対するＡＭＬ患者の血液から単離されたＰＢＭＣｓのＡＤＣＣ活性
が評価された。この目的のために、ＰＢＭＣ調製液からの白血病芽細胞は、除去され、除
去されたＰＢＭＣｓは積極的に選択された芽細胞に対するエフェクター細胞として用いら
れた（材料及び方法の欄を参照）。それぞれの患者の芽細胞及び自己ＰＢＭＣｓを用いた
５つの独立した試験のうちの２つ（ＡＭＬ＃１、＃１５）において、これらの条件下の顕
著な溶解が示された(図１０Ｃ)。
【０２３９】
　実施例９：抗原シフト
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　抗体結合に際し標的抗原発現の変調は、抗体療法の間によく観察される現象である。特
に、ＣＤ３３抗体Lintuzumabの飽和した用量を用いてＡＭＬ患者を治療するに際し、持続
性の完全欠損が報告されている(Feldman EJ, Brandwein J, Stone R, et al.Phase III r
andomized multicenter study of a humanized anti-CD33 monoclonalantibody, lintuzu
mab, in combination withchemotherapy, versus chemotherapy alone in patients with
 refractory orfirst-relapsed acute myeloid leukemia. J Clin Oncol. 2005;23(18):4
110-4116)。図１１Ａは、種々の濃度の４Ｇ８ＳＤＩＥＭと共にＮＡＬＭ細胞又は２人の
患者（ＡＭＬ＃１及び＃２）の初代培養白血病芽細胞を４８時間培養した後に誘導された
抗原シフトを示す。全てのこれらの細胞における適度な抗原シフトは培養の２４時間後に
既に完了されたことが観察された（データは示さず）。
【０２４０】
　実施例１０：正常細胞及び白血病細胞に対する結合
　図１１Ｂ及び１１Ｃは、親マウス４Ｇ８抗体及び４Ｇ８ＳＤＩＥＭのそれぞれが、示さ
れたＡＭＬのサブタイプを患っている患者から得られた白血病細胞のパネルに結合するこ
とを示す。ゲートされたＣＤ３３＋ＣＤ４５ｄｉｍ又はＣＤ３４＋ＣＤ４５ｄｉｍ細胞が
分析された。ＦＬＴ３は、１５人の患者のサンプルの全てにおいて検出された。間接免疫
蛍光法及び定量的フローサイトメトリーにより測定された１細胞ごとの分子数は、５００
から６０００までと異なり、ＮＡＬＭ１６細胞では６０００から９０００であった（図１
１Ｂ）。図１１Ｃにおいて、マウス４Ｇ８よりもむしろ４Ｇ８ＳＤＩＥＭ－ＰＥが染色の
ために用いられた。この場合、ＳＦＩ値は、抗体の結合を定量化するために算出された。
１５人のドナーのうちの４人からの芽細胞におけるこの指標は、参照抗体９．２．２７Ｓ
ＤＩＥとの高い非特異的反応により、測定されなかった。予想通りに、評価可能なサンプ
ルのＳＦＩ値は、定量的ＦＡＣＳにより測定された分子数に近接していた（図１１Ｃ）。
【０２４１】
　図１２Ａ－Ｃは、正常ＰＢＭＣｓから精製されたＣＤ１１ｃ陽性ｍＤＣｓ及びＣＤ３０
３陽性ｐＤＣｓに対するマウス４Ｇ８の結合があまり良くないことを示す。これらの細胞
において発現されたＦＬＴ分子の数は、１００／ｃｅｌｌ以下であった。さらに、正常Ｐ
ＢＭＣｓからのＤＣｓが生成された。これらの細胞には、大量のＤＣ結合性マーカーＣＤ
８０、ＣＤ８６及びＣＤ１２３が発現していたが、４Ｇ８抗体の結合は、ほとんど検出さ
れなかった（データは示さず）。次に、正常骨髄におけるＣＤ３４陽性細胞に対するマウ
ス４Ｇ８の結合が評価された。また、３人の異なるドナーの骨髄細胞に対する抗体の結合
は、１細胞毎に３００分子以下程度であった（図１２Ｄ）。要約すると、正常ＤＣｓ及び
骨髄細胞に対するＦＬＴ３抗体の結合は、試験された全てのＦＬＴ３を発現する白血病細
胞に対するよりも顕著に低かった。さらに、ＰＢＭＣｓ、血小板、赤血球及び顆粒球に対
するＦＬＴ３抗体の結合は認められなかった（データは示さず）。
【０２４２】
　実施例１１：インビトロにおける毒性
　正常骨髄前駆細胞及びＤＣｓに対する比較的に低レベルの４Ｇ８ＳＤＩＥＭの結合にも
かかわらず、そのような細胞に対するこの抗体の潜在的な毒性が評価された。この目的の
ために、我々は、飽和濃度の４Ｇ８ＳＤＩＥＭ及び９．２．２７ＳＤＩＥと共に骨髄細胞
を培養し、半固体培地においてコロニー（ＣＦＵｓ）を生じさせるための骨髄細胞の能力
に対するこれらの抗体の影響を測定した。ＣＦＵ形成能における抗体の顕著な影響は、異
なる健康なドナーからの骨髄細胞を用いた２つの試験において検出されなかった(図１３
Ａ)。同様に、ヒトＤＣｓは、エフェクター細胞としての自己ＰＢＭＣｓと共に培養され
た。４Ｇ８ＳＤＩＥＭが、陽性対照として用いられたＮＡＬＭ１６細胞に対する効果的な
ＡＤＣＣを媒介した一方で、自己ＤＣｓの死滅は認められなかった（図１３Ｂ）。
【０２４３】
　実施例１２：４Ｇ８ＳＤＩＥＭの臨床適用
　２００８年にＡＭＬ(FAB M0, 45XY, complex kariotype includinginv(3)(q21q26), -7
)と診断された３０歳の男性は、４Ｇ８ＳＤＩＥＭを用いて治療された。その患者は、２
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つの異なる計画の導入療法後に完全寛解（ＣＲ）に達しなかった。彼はＨＬＡが適合する
ドナーから同種ＳＣＴ(幹細胞移植)を受けた後、再発し、彼の妹からのハプロタイプ一致
ＳＣＴを受け、また再発した。４Ｇ８ＳＤＩＥＭ治療は、慎重に検討され、前臨床試験が
行われた。患者の芽細胞（ＣＤ３４＋）のＦＡＣＳ分析は、約４０００分子／ｃｅｌｌで
ＦＬＴ３の均一の発現を示した（図１４Ａ及びデータを示さず）。インビトロにおいて、
４Ｇ８ＳＤＩＥＭは、ＮＡＬＭ１６白血病細胞患者の末梢血単核球（ＰＢＭＣ）の有効な
ＡＤＣＣを誘導し、また、自己芽細胞に対してはより少ない程度のＡＤＣＣを誘導した（
図１４Ｂ、Ｃ）。患者は、その後、１０μｇから１０ｍｇまでの範囲で段階的に増大され
た４Ｇ８ＳＤＩＥＭの用量を用いて治療された。最初の１０ｍｇの投与の数時間後、彼の
妹からの５×１０８のＣＤ３／ＣＤ１９欠損ドナーＰＢＭＣｓが養子移入された。４Ｇ８
ＳＤＩＥＭの血清濃度は、最初の１０ｍｇの投与後１時間で０．８μｇ／ｍｌに達し、そ
の後、２４時間で０．３μｇ／ｍｌにまで低減した（図１５Ａ）。処理の間に、骨髄（Ｂ
Ｍ）における白血病細胞のほぼ完全な飽和（図１５Ｂ）（ｉ）、サイトカインＴＮＦの指
標の血清レベルの増大（図１６Ｃ）と関連された末梢血（ＰＢ）（図１６Ａ）及びＢＭ（
図１６Ｂ）における活性化ＮＫ細胞の顕著な増大（ii）、及びＰＢにおける白血病芽細胞
の顕著な低減（図１６Ａ）（iii）が認められた。ＰＢ芽細胞の低減が一過性であるがほ
ぼ完全である一方、ＢＭにおける低減があまり見られなかった。これは、２つの部分にお
ける異なるＮＫ細胞：白血病細胞の比率による可能性が高い。ＦＡＣＳで測定すると、Ｐ
ＢにおけるＣＤ５６＋ＮＫ細胞と芽細胞との非は約１である一方、ＢＭにおいては１／７
であった（データは示さず）。その治療の副作用は、軽度であり、微熱（最大で３８．２
℃）及び前から存在したざ瘡様皮膚発疹の一過性の悪化であった。
【０２４４】
　抗体治療に対する単なる一過性の反応にもかかわらず、患者は最も良い支持療法及びヒ
ドロキシウレアの下で、ゆっくりと増大する芽細胞のカウントで数カ月もの間、予想外に
良好な病態のままであった。従って、異なるドナーからの第２のハプロタイプ一致のＳＣ
Ｔが実施された。回復後、患者は検出可能な微小残存病変（ＭＲＤ）がないＣＲに達した
。その後、我々は、段階的に用量を増大して４５．５ｍｇの４Ｇ８ＳＤＩＥＭを投与した
。このとき、関連するサイトカイン放出も全体のＮＫ細胞の活性化も認められず（図１６
Ｄ）、副作用も全くなかった。
【０２４５】
　本発明は、本明細書に広く且つ一般的に説明されている。包括的開示に属するより狭い
種及びサブグループもまた本発明の一部を形成する。これは、切除された材料が本明細書
に具体的に述べられているかどうかにかかわらず、グループから主題を削除する但し書き
又は消極的限定を有する本発明の包括的な記述を含む。他の実施形態は、以下の特許請求
の範囲内にある。さらに、本発明の特徴又は態様は、マーカッシュ群で記載され、当業者
は、本発明がそれらによりマーカッシュ群の個々の要素又は要素のサブグループで記載さ
れていることがわかるだろう。
【０２４６】
　当業者は、本発明が目的を果たすため、及び述べられた目的及び利点を得るために適応
すること、また、それらに本来備わっていることを容易に理解できるだろう。さらに、本
発明の精神と範囲とから逸脱することなく、本明細書に開示された発明に対して種々の置
換及び改変を行うことができることは、当業者に容易に理解されるだろう。本明細書に記
載された組成物、方法、手段、処理、分子及び特定の化合物は、例示であって本発明の範
囲の限定として解されない好ましい実施形態の現状の代表例である。それらの中での変更
及び他の用途は、当業者に思い浮かばれ、それは特許請求の範囲により規定される本発明
の精神内に含まれる。この明細書において挙げられた又は論じられた先行文献は、その文
献が最先端技術の一部又は一般的な知見であることの自認として必ずしも扱われるべきで
ない。
【０２４７】
　本明細書において図示して説明された本発明は、本明細書に非特異的に開示された単数
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の要素又は複数の要素、及び単数の限定又は複数の限定の非存在下で適当に実行され得る
。従って、例えば、「備える(comprising)」、「含む(including)」、「含む(containing
)」当の用語は、拡張的に、限定的でなく読まれるべきである。「備える(comprise)」又
は「備える(comprises)」若しくは「備える(comprising)」等の変形体の用語は、従って
、規定された整数又は整数の群を含むが、他の整数又は整数の群を排除しないことを暗示
することが理解されるだろう。さらに、本明細書において用いられた用語及び表現は、説
明のための用語として用いられ、限定のために用いられておらず、示され且つ説明された
特徴又はその一部と同等のものを排除するそのような用語及び表現の使用を意図しておら
ず、種々の改変が特許請求の範囲に記載された発明の範囲内であり得ることが理解される
。従って、本発明が例示的実施形態及び選択的特徴により具体的に開示されたが、本明細
書のそれらにおいて具体的に開示された本発明の改変及び変更は、当業者により頼られ得
ること、並びにそのような改変及び変更がこの発明の範囲内であるとみなされることが理
解されるべきである。
【０２４８】
　本明細書において引用された全ての文献及び特許文献の内容は、それら全体で参照とし
て組み込まれる。

【図１】 【図２】
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